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Rastni dejavniki so pomembni regulatorni proteini, ki vplivajo na celično rast, migracijo in 
diferenciacijo ter posledično pospešijo procese celjenja ran. Rastne dejavnike sproščajo številne 
celice, med drugim tudi matične. V okviru doktorske naloge smo pripravili celično napravo, ki 
sprošča rastne dejavnike in druge zdravilne učinkovine, ki izboljšajo celjenje in regeneracijo 
tkiva. Za pripravo celične naprave smo stabilne celične linije, ki izločajo različne terapevtske 
molekule, enkapsulirali v votlo vlakno. Tako pripravljena celična naprava omogoča lokalno 
tvorbo zdravilnih učinkovin s strani enkapsuliranih celic, hkrati pa preprečuje stik med celicami 
in imunskim sistemom gostitelja. Analizirali smo sekretom mešanice stabilnih celičnih linij in 
potrdili, da celice izločajo proteine, ki pospešijo celjenje. Z uporabo celičnih modelov v pogojih 
in vitro smo potrdili biološko aktivnost rastnih dejavnikov, ki jih izločajo stabilne celične linije. 
S sekveniranjem mRNA tarčnih celic smo podrobnjeje ovrednotili njihov odziv na dodatek 
rastnih dejavnikov. Delovanje celične naprave smo testirali v pogojih in vivo ter pokazali, da je 
terapevtska naprava pospešila celjenje rane v primerjavi s kontrolo. Že po sedmih dneh je prišlo 
do povečanja tvorbe granulacijskega tkiva in obnovitve kožne bariere. Za boljše posnemanje 
naravnega procesa celjenja smo pripravili izboljšano inducibilno celično napravo. To nam 
omogoča, da z uporabo zunanjega signala preklopimo med dvema različnima kombinacijama 
sproščenih rastnih dejavnikov, ter posledično boljši nadzor nad izločenimi zdravilnimi 
učinkovinami. Pripravljena inducibilna celična naprava je v pogojih in vivo izboljšala hitrost 
celjenja rane v primerjavi s kontrolo, kar potrjuje njen pozitiven terapevtski vpliv ter potencial 
za uporabo v regenerativni medicini. Vendar pa uporaba viabilnih celic, ki jih vstavimo v telo, 
vedno predstavlja določeno tveganje. Za izboljšanje celične terapije bi lahko v celice vnesli 
dodatni varnostni mehanizem. Eden takšnih je vnos prezgodnjih terminacijskih kodonov v 
določene gene, tako spremenjeni geni pa se lahko izražajo le ob dodatku določenih sintetičnih 
spojin. Z uporabo poročevalskih proteinov smo testirali učinkovitost različnih sistemov, ki 
omogočajo preskok prezgodnjega terminacijskega kodona. Potrdili smo delovanje sistema 
aminoacil tRNA-sintetaze skupaj s supresorsko tRNA in sintetično aminokislino (Bpa). 
Pokazali smo, da pride do neželenega izražanja poročevalcev z enim kodonom TAG v 
odsotnosti sintetične aminokisline, zato smo pripravili poročevalec z dvema prostorsko 
ločenima kodonoma stop. S tako izboljšanim poročevalcem nismo zaznali puščanja sistema. Na 
podlagi tega smo sklepali, da bi lahko pristop z dodatkom kodona stop na 5' mestu uporabili 
kot strategijo za nadzor izražanja genov.   
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Growth factors are important regulatory proteins that affect cell growth, migration and 
differentiation, consequently influencing healing processes. They are secreted by numerous 
cells including stem cells. Here we present a cell device that secretes growth factors and other 
therapeutic molecules for improvement of tissue regeneration. Cell device was prepared by 
encapsulating stable cell lines secreting therapeutic molecules into hollow fiber enabling in situ 
production of growth factors while protecting cells from host immune system. Secretome 
analysis of cell mixture revealed upregulation of proteins involved in wound healing. Cell 
response to addition of conditioned media was evaluated by RNA sequencing of target cells. In 
vitro testing confirmed biological effect of produced growth factors. Cell device was tested 
using in vivo skin wound healing mouse model. In the presence of therapeutic device healing 
significantly improved compared to control and skin wound barrier was restored in 7 days with 
newly formed granulation tissue. To better recapitulate healing process we designed improved 
inducible cell device that can switch between production of different therapeutic molecules 
giving us even better control over the set of secreted factors. In vivo inducible device 
significantly improved healing compared to control, confirming its therapeutic effect. Taken 
together, results show a potential of a new cell device for use in regenerative medicine.  
Significant safety considerations are present when introducing living cells into the body. To 
improve safety of cell therapy, a promising approach could be introduction of a premature stop 
codon (PTC) in a selected gene that allows its expression only in the presence of non-canonical 
amino acids. Different strategies of amber PTC read-through in mammalian cells were tested. 
The incorporation of a tRNA synthetase together with a TAG codon-specific tRNA achieved 
PTC read-through depending on the addition of a non-canonical amino acid (Bpa). While single 
TAG codon incorporation exhibited low but detectable expression of the reporter protein even 
in the absence of Bpa regardless of its position, introduction of a double PTCs, including 
additional 5’-PTC position enabled virtually leakage-free functional gene translation. 
Introduction of an additional 5’ PTC therefore represents a generally applicable strategy. 
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1xTAG Zeleni fluorescentni protein z adicijo enega kodona TAG takoj za mestom 
iniciacije translacije 
2xTAG Zeleni fluorescentni protein z adicijo dveh kodonov TAG takoj za mestom 
iniciacije translacije 
3xTAG Zeleni fluorescentni protein z adicijo treh kodonov TAG takoj za mestom 
iniciacije translacije 
AAV  Adenovirusom sorodni virusi 
AD   Aktivacijska domena 
ADSC  Matične celice izolirane iz adipoznega tkiva 
AK  Aminokislina 
ALP  Alkalna fosfataza 
Ang 2  Angiopoetin 2 
Ang1   Angiopoetin 1  
ARS   Barvilo Alizarin Red S  
BMP   Protein za morfogenezo kosti 
bp   Bazni par 
Bpa   Sintetična aminokislina p-benzoil-L-fenilalanin  
BpaRS Protein p-benzoil-L-fenilalanin tRNA-sintetaza 
BpaRS/tRNA Aminoacil-tRNA-sintetaza specifične za nenaravno aminokislino p-benzoil-L-
fenilalanin v kombinaciji z ustrezno tRNA 
cAMP  Ciklični adenozinmonofosfat  
CAMP Humani katelicidin 
CD   Citozin deaminaza 
CEA   Gojenih epitelijski autografov (ang. »Cultured Epithelial Autografts«) 
CMV  Promotor ciklomegalovirusa 
CNTF  Ciliarni nevrotrofični dejavnik 
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CREB  Ciklični adenozinmonofosfat vezavni element  
CRISPR/Cas Sistem gruč kratkih palindromskih ponovitev na redni razdalji in z njim povezana 
endonukleaza (ang. »clustered regularly interspaced short palindromic 
repeats/CRISPR asociated protein«) 
CTGF  Rastni dejavnik vezivnega tkiva  
cyr61  Cisteinsko bogati dejavnik 61  
DAVID Podatkovna baza za anotacijo, vizualizacijo in integrirano odkrivanje (ang. 
»Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery«; DAVID), 
DBD   DNA vezavne domene  
dox  Doksiciklin  
ECM   Zunajcelični matriks  
EGF   Epidermalni rastni dejavnik 
EGFR  Receptor za epidermalni rastni dejavnik 
EMT  Epitelno-mezenhinski prehod 
eRF1   Evkariontski terminator translacije 1 
EVs   Zunajcelični vezikli (ang. »Extracellular vesicles«) 
EWMA Evropske zveza za oskrbo ran 
FADD  Proteina povezan s Fas domeno (ang. »Fas-associated death domain protein«) 
FBS  Goveji fetalni serum 
FGF   Fibroblastni rastni dejavnik 
FGFR  Receptor za fibroblastni rastni dejavnik 
FPKM Stopnja izražanja genov 
fLuc  Poročevalski protein kresničkina luciferaza 
GCV   Ganciklovir 
GDEPT Z genom usmerjene encimatske pretvorbe prekurzorske molekule (ang. »Gene-
  directed enzyme pro drug therapy«)  
GDNF  Rastni dejavnik glialnega izvora 
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GLP-1 Glukagonu podobni peptid 1  
GM-CSF Granulocitno-makrofagne kolonije stimulirajoči dejavnik  
GMP   Dobra proizvodnja praksa (ang. »Good Manufacturing Practice«) 
GO  Genska ontologija 
GO: BP Genska ontologija: Biološki procesi 
GOI   Želeni gen  
GSO   Genetsko spremenjeni organizmi 
H&E   Hematoksilin-eozin barvanje 
HaCaT Celična linija človeških spontano imortaliziranih kožnih keratinocitov 
HB-EGF  Heparin-vezalni epidermalni rastni dejavnik 
HEK293 Celična linija človeških embrionalnih ledvičnih celic (ang. »Human embryonic 
kidney cell line«) 
HEK293T Celična linija človeških embrionalnih ledvičnih celic z zapisom za veliki antigen 
T SV40 virusa Simian 40  
HGF  Hepatocitni rastni dejavnik 
HGT   Horizintalni prenos genov  
HSC  Hematopoetske matične celice 
HSV-TK Timidin kinaza virusa herpes simpleks  
HTS  Hipertrofične brazgotine  
iCasp9 Inducibilna kaspaza 9  
iFAS   Inducibilni FAS sistem  
IGF-I  Inzulinu podobni rastni dejavnik I 
IGF-II Inzulinu podobni rastni dejavnik II 
IGFR  Receptor za inzulinu podobni rastni dejavnik 
IL-1  Interlevkin 1  
IL-10  Interlevkin 10 
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IL10RB Podenota interlevkinskega receptorja 10 beta 
IL-1Ra Humani antagonist receptorja interlevkina 1  
IL-22  Interlevkin 22 
IL22RA  Podenota interlevkinskega receptorja 22 alfa 
IL-4  Interlevkin 4  
IL-6  Interlevkin 6   
ISCT   Mednarodno društvo za celično terapijo  
KDR   Receptor za vaskularno endotelijski rastni dejavnik (tudi VEGFR)  
KGF  Keratinocitni rastni dejavnik 
KRAB Represorska domena (ang. »Krüppel associated box«)  
LL-37  Proti mikrobni protiein katelicidin  
MMP   Matriks metalo-proteinaze  
MSC   Mezenhimske matične celice 
MSF  Stimulatorni protein makrofagov  
NF- κB Jedrni faktor κB  
NFAT  Jedrni faktor aktiviranih celic T  
NGF  Živčni rastni dejavnik 
NIH3T3  Celična linija mišjih fibroblastov 
NIH3T3 Celična linija mišjih embrionalnih fibroblastov 
NTC-201 Človeške epitelijske pigmentne celice mrežnice  
PAN-PVC Akrilonitril vinil klorid kopolimerne membrane  
PBS  Fosfatni pufer za delo s sesalskimi celicami 
PCR   Verižna reakcija s polimerazo (ang. »Polymerase Chain Reaction«) 
PDGF  Trombocitni rastni dejavnikv (ang. »Platlet Derived Growth Factor«)  
PEG   Polietilen glikolom  
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Pmin  Minimalni sesalski promotor 
PNRE   Vezavni element jedrnega faktorja κB  
pONY 1.4 Plazmid z zapisom za Bpa-sintetazo 1 združen z zapisom za štiri supresorske 
tRNA 
pONY 2.4 Plazmid z zapisom za Bpa-sintetazo 2 združen z zapisom za štiri supresorske 
tRNA 
PRGF-1 Plazminogenu podobni rastni dejavnik 1  
PRP   S trombociti bogata krvna plazma (ang. »Platelet rich plasma«) 
PTC   Prezgodnj terminacijski kodon 
Ptet  Tetraciklinski sesalski promotor 
qPCR  Kvantitativna verižna reakcija s polimerazo 
RD   Represorska domena 
REAC  Podatkovna baza Reactome  
RF   Rastni dejavnik 
RFE  Relativne fluorescentne enote  
ROS   Reaktivne kisikove spojine 
RS  Aminoacil-tRNA-sintetaza 
RS/tRNA Aminoacil-tRNA-sintetaza v kombinaciji z ustrezno tRNA 
rtTA  Od tetraciklina odvisni reverzni transkripcijski aktivator 
sAK   Sintetična aminokislina 
SDS  Natrijev dodecil sulfat 
STAT   Aktivator transkripcije STAT (ang. »Signal transducer and activator of 
transcription«) 
TAG40 Zeleni fluorescentni protein z mutacijo na mestu 40 aminokisline 
TALE  Transkripcijskim aktivatorjem podobni efektorji (ang. »Transcription activator-
like effector«) 
tetO  Tet operon 
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TetR  DNA vezavna domena 
TetR-KRAB DNA vezavna domena združena z represorsko domeno KRAB  
TF   Transkripcijski faktor   
TGF-α  Transformirajoči rastni dejavnik alfa 
TGF-β  Transformirajoči rastni dejavnik beta 
TIME  Strategija za oskrbo ran (ang. »Tissue, Infection, Moistur, Epithelisation«) 
TNF-α Faktor tumorske nekroze α  
TRE   Vezno mesto za od tetraciklina odvisni transfkripcijski aktivator 
TRI  Massonovo trichrome barvanje  
tRNA-RS Aminoacil-tRNA-sintetaza  
tTA   Od tetraciklina odvisni transkripcijski aktivator  
tTS  Transaktivator združen z represorsko domeno 
VEGF   Vaskularni endotelijski rastni dejavnik 
VEGFR-1 Receptor za vaskularno endotelijski rastni dejavnik  
VP16   Transkripcijski aktivator herpes simpleks virusa 
VPR  Sestavljeni aktivator transkripcije 
XNA   Kseno nuklinske kisline  
XTT   Metabolna aktivnost  
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1 PREGLED LITERATURE 
1.1 Celjenje ran 
Koža igra pomembno vlogo pri ohranjanju homeostaze telesa, zato so se razvili učinkoviti 
mehanizmi, ki po nastanku poškodbe omogočijo hitro obnovo integritete kože. Pri 
normalnem celjenju se poškodovano kožno tkivo lahko obnovi s procesom regeneracije 
ali reparacije. Pri regeneraciji se tkivo popolnoma obnovi in ohrani vse fiziološke 
funkcije. Pri reparaciji pride na mestu poškodbe do nastanka brazgotine, ki sicer obnovi 
integriteto kože, ne omogoča pa opravljanja normalnih fizioloških funkcij kože. Pogosto 
je pri celjenju prisotna kombinacija obeh procesov, pri čemer se en del kože regenerira, 
na drugem delu pa ostane prisotna brazgotina, ki se tekom časa preoblikuje.1 
 
Slika 1:Shematski prikaz razlike med regeneracijo in reparacijo rane. Pri regeneraciji pride 
do popolne obnovitve funkcije kože. Pri reparaciji pa pride do obnovitve kožne bariere in nastanka 
brazgotine.1 
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1.1.1 Celjenje ran 
Ob poškodbi tkiva pride do nadzorovane aktivacije mnogih signalnih poti, ki omogočijo 
obnovitev integritete tkiva. Celjenje ran poteka v štirih fazah: hemostaza, vnetna faza, 
faza proliferacije in faza preoblikovanja tkiva, ki se med seboj časovno prekrivajo.2  
 
1.1.1.1 Hemostaza 
Nekaj trenutkov po nastanku poškodbe se začne faza hemostaze. Zaradi zmanjšanja 
pretoka krvi v prizadete predele kože pride na mestu poškodbe v nekaj minutah do 
nastanka hipoksije in acidoze. Nastalo okolje spodbudi sproščanje dušikovega 
monoksida, adenozina in drugih metabolitov, ki skupaj s histaminom, ki ga sproščajo 
mastociti, povečajo prepustnost žil. To omogoči lažjo infiltracijo imunskim celicam na 
mesto poškodbe.3 
Ob nastanku poškodbe se sproži koagulacijska kaskada. Pri tem pride do aktivacije 
trombocitov, ki se pritrdijo na izpostavljena kolagenska vlakna ter preko različnih poti do 
aktivacije pretvorbe fibrinogena v fibrin, kar vodi v nastanek krvnega strdka. Trombociti 
imajo poleg vloge pri nastanku krvnega strdka pomembno vlogo tudi pri nadaljnjih 
procesih celjenja, saj sproščajo mnogo signalnih molekul, ki urejajo delovanje 
trombocitov, levkocitov in endotelijskih celic ter tako vplivajo na procese celjenja.3 
1.1.1.2 Faza vnetja  
Hemostazi sledi faza vnetja, za katero je značilna migracija različnih imunskih celic na 
področje rane. V prvi uri po poškodbi se zaradi različnih mehanizmov, kot so aktivacija 
komplementa, aktivacija interlevkina-1 in signalizacije transformirajočega rastnega 
dejavnika beta (TGF-β), prične kemotaksa nevtrofilcev. Nevtrofilci področje rane očistijo 
in hkrati sproščajo različne baktericidne snovi. Ko je področje rane čisto, gredo nevtrofilci 
v apoptozo. Makrofagi začnejo migrirati na mesto poškodbe po 48 do 72 urah. Makrofagi 
s sproščanjem različnih rastnih dejavnikov vplivajo na potek vnetne faze, stimulirajo 
angiogenezo in nastajanje granulacijskega tkiva.3 Zadnji po 72 urah na področje rane 
pridejo limfociti, ki s sproščanjem različnih rastnih dejavnikov vplivajo na preživetje in 
proliferacijo vnetnih celic, fibroblastov in keratinocitov.4 Vnetna faza traja vse, dokler so 
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na področju rane prisotne bakterije in delci, ki povzročajo vnetje. Dolga vnetna faza lahko 
vodi v nastanek kroničnih ran.3 
1.1.1.3 Faza proliferacije 
V fazi proliferacije pride do nastanka granulacijskega tkiva, nastanka novih žil, odlaganja 
kolagena, re-epitelizacije in krčenja rane. Trombociti in imunske celice sproščajo rastne 
dejavnike, ki sprožijo migracijo in proliferacijo fibroblastov. Ti na področju rane izločajo 
proteine zunajceličnega matriksa. Tako nastalo fibrozno tkivo, ki nadomesti fibrinski 
strdek, imenujemo granulacijsko tkivo. Po nastanku zadostne količine granulacijskega 
tkiva se fibroblasti diferencirajo v miofibroblaste, ki omogočijo krčenje rane, hkrati pa 
spodbujajo angiogenezo.3 
Angiogeneza se začne ob nastanku hipoksičnih pogojev nekaj minut po nastanku rane.  
Vaskularni endotelijski rastni dejavnik (VEGF) v kombinaciji z drugimi rastnimi 
dejavniki in citokini vpliva na endotelijske celice in sproži neovaskularizacijo.3  
Keratinociti pod vplivom različnih rastnih dejavnikov in citokinov pričnejo migrirati proti 
področju rane in obnovijo integriteto epitelija. Končni produkt faze proliferacije je 
nastanek akutnega granulacijskega tkiva, v katerem je prisotnih mnogo fibroblastov ter 
makrofagov, in je prepredeno z novo nastalimi kapilarami.5  
1.1.1.4 Faza preoblikovanja 
Preoblikovanje tkiva je zadnja faza celjenja ran in lahko traja več let. V tej fazi pride do 
nastanka normalnega epitelija in zorenja brazgotine. Za nastanek novega, dobro 
organiziranega tkiva, je pomembno ohranjanje ravnotežja med razgradnjo in sintezo 
kolagena ter drugih proteinov. Kljub organizaciji tkiva, ki spominja na normalno kožo, 
zabrazgotinjeno tkivo nikoli ne doseže enakih lastnosti kot nepoškodovana koža.3 
 
1.1.2 Rastni dejavniki 
Za normalno celjenje ran je potrebno usklajeno delovanje različnih rastnih dejavnikov, 
citokinov in kemokinov. Rastni dejavniki so biološko aktivni polipeptidi, ki jih izločajo 
različni tipi celic, in uravnavajo celične procese. Delujejo parakrino, avtokrino in 
endokrino ter preko vezave na specifične receptorje na površini ciljnih celic vplivajo na 
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celični cikel, migracijo in diferenciacijo celic,6 kemotakso, apoptozo in celični 
metabolizem.7  
 
Slika 2: Različni mehanizmi delovanja rastnih dejavnikov. Rastni dejavniki lahko 
signalizirajo neposredno, parakrino, avtokrino ali endokrino. 8 
 
Signalizacija rastnih dejavnikov je izredno kompleksna. Receptorji za rastne dejavnike 
so visoko specifični, kar zagotavlja točen prenos informacij med celicami. Ob vezavi 
rastnega dejavnika na receptor pride do aktivacije določene signalne poti, ki sproži celični 
odgovor. Za posamezni rastni dejavnik obstaja več specifičnih receptorjev, kar omogoča, 
da posamezni rastni dejavnik odvisno od tipa receptorja, na katerega se veže, sproži 
različne signalne poti v tarčni celici. Dodatno lahko vezava rastnega dejavnika na enak 
receptor na drugem tipu celic sproži celično specifični odziv. Hkrati na signalno kaskado 
vplivajo tudi druge aktivne poti v celici, zato se lahko enak tip celice na signalizacijo 
rastnega dejavnika odzove v odvisnosti od okolja, v katerem se nahaja.7  
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Slika 3: Z rastnimi dejavniki posredovan prenos informacije. Rastni dejavniki se vežejo na 
specifične receptorje in sprožijo signalno kaskado, preko katere pride do prenosa informacij v 
jedro. Tam pride do izražanja specifičnih genov, ki omogočijo odziv celice na zunanje signale.9 
 
1.1.2.1 Družina epidermalnih rastnih dejavnikov 
V družino epidermalnih rastnih dejavnikov med drugim sodijo epidermalni rastni 
dejavnik (EGF), heparin-vezalni EGF (HB-EGF), transformirajoči rastni dejavnik alfa 
(TGF-α), epiregulin, amfiregulin, epigen, nevroregulini in drugi. Pri celjenju ran imajo 
najpomembnejšo vlogo EGF, HB-EGF in TGF-α, ki signalizirajo preko vezave na 
receptor EGF (EGFR), kar vodi do aktivacije različnih signalnih poti, ki vplivajo na 
proliferacijo in migracijo celic.6 Obstaja več različnih EGFR: EGFR/ErbB1, 
HER2/ErbB2, HER3/ErbB3 in HER4/ErbB4, ki ob vezavi tvorijo homo ali hetero 
dimere.10 Vsi ligandi EGFR so lahko zasidrani v celično membrano, zato lahko 
signalizirajo tudi preden pride do proteolitske razgradnje v topno obliko.11 Receptorji 
EGFR se nahajajo v celotnem epidermisu, njihova aktivacija sproži signalne poti, ki 
nadzirajo celično migracijo in proliferacijo. EGF sproščajo trombociti, makrofagi in 
fibroblasti. Parakrino vpliva na migracijo in proliferacijo keratinocitov in s tem pozitivno 
Kadunc L. Priprava enkapsuliranih celice za dostavo rastnih dejavnikov.   
   Doktorska disertacija. Medicinska fakulteta. Univerza v Ljubljani, 2020 
6 
 
vpliva na celjenje ran. TGF-α sproščajo trombociti, keratinociti, makrofagi, fibroblasti in 
limfociti. Spodbuja migracijo in proliferacijo keratinocitov, vendar odsotnost TGF-α v 
rani ne vpliva na hitrost celjenja, kar lahko do določene mere pripišemo kompenzaciji z 
ostalimi dejavniki družine EGF. HB-EGF sproščajo keratinociti, deluje avtokrino in 
spodbuja reepitelizacijo.12 
1.1.2.2 Družina fibroblastnih rastnih dejavnikov 
V družino fibroblastnih rastnih dejavnikov (FGF) sodi 23 različnih proteinov. Izmed njih 
imajo najpomembnejšo vlogo pri celjenju ran FGF-2, FGF-7 (imenovan tudi keratinocitni 
rastni dejavnik; KGF) in FGF-10 (tudi KGF-2).6 Zanje je značilna interakcija s heparinom 
ali heparin sulfatnimi proteoglikani, ki stabilizirajo rastne dejavnike in preprečijo njihovo 
hidrolizo a hkrati močno zmanjšajo njihovo difuzijo.12 Fibroblastni rastni dejavniki 
signalizirajo preko vezave na receptorje FGF (FGFR), za njihovo signalizacijo je 
ključnega pomena predhodna vezava heparina ali drugih proteoglikanov.13 Sproščajo jih 
najrazličnejše celice med drugim keratinociti, fibroblasti, endotelijske celice in 
mastociti.6 Koncentracije FGF-2 so povišane v akutnih ranah, v kroničnih pa so 
koncentracije tega rastnega dejavnika zelo nizke. FGF-2 pospeši  tvorbo granulacijskega 
tkiva, epitelizacijo in preoblikovanje tkiva.6 FGF-7 in homolog FGF-10 sta izražena v 
akutnih ranah in signalizirata preko vezave na receptor FGFR2IIIb, ki se nahaja le na 
keratinocitih, s čimer vplivata na proliferacijo in migracijo keratinocitov ter posledično 
izboljšata reepitelizacijo ran. Hkrati preko njune signalizacije vplivata na transkripcijo 
dejavnikov, ki omogočajo zmanjšanje reaktivnih kisikovi spojin (ROS) v celici in tako 
preprečijo apoptozo keratinocitiv kot posledico vezave ROS.6 
 
1.1.2.3 Družina trombocitnih rastnih dejavnikov 
V družino trombocitnih rastnih dejavnikov (ang. »Platlet Derived Growth Factors«; 
PDGF) sodijo homo- in heterodimerni rastni dejavniki PDGF-AA, PDGF-AB, PDGF-
BB, PDGF-CC in PDGF-DD. Signalizirajo preko vezave na receptor, ki je sestavljen iz 
dveh ločenih podenot. Ob vezavi pride do dimerizacije in avtofosforilacije receptorja. 
Rastne dejavnike iz družine PDGF sproščajo trombociti, makrofagi, endotelijske celice, 
fibroblasti in keratinociti. PDGF ima vlogo pri vseh fazah celjenja ran. Ob nastanku 
poškodbe se prične sproščati iz trombocitov in povzroči kemotakso nevtrofilcev, 
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makrofagov, fibroblastov in drugih celic na področje rane. V kasnejših fazah izboljša 
angiogenezo in reepitelizacjo ter proliferacijo fibroblastov in s tem spodbuja nastajanje 
zunajceličnega matriksa (ECM). V fazi preoblikovanja sodeluje pri razgradnji kolagena, 
saj zvišuje izražanje metaloproteinaz v matriksu.6 PDGF je bil tudi prvi rastni dejavnik, 
odobren za klinično uporabo diabetičnih nevropatskih razjed.14 
1.1.2.4 Družina transformirajočih rastnih dejavnikov 
V družino transformirajočih rastnih dejavnikov (TGF) sodijo TGF-β1-3, proteini za 
morfogenezo kosti (BMP) in aktivini. Delujejo preko vezave na heteromerni receptor, ki 
se ob vezavi fosforilira in signalizira preko Smad signalne poti. Rastne dejavnike TGF 
izločajo makrofagi, fibroblasti, keratinociti in trombociti. Ob poškodbi pride do 
povišanega izražanja TGF- β1 v rani, pod vplivom katerega pride do migracije vnetnih 
celic na področje rane. V poznejših fazah TGF-β1 spodbuja nastajanje granulacijskega 
tkiva, angiogenezo in reepitelizacijo ter ima vlogo pri diferenciaciji fibroblastov in 
posledično krčenju rane.6 V fazi preoblikovanja tkiva preprečuje delovanje 
metaloproteinaz in s tem zavira razgradnjo kolagena, kar lahko vodi do nastanka 
hipertrofičnih ali keloidnih brazgotin.15 V procesu celjenja ran imajo vlogo tudi aktivini, 
ki izboljšajo reepitelizacijo. Predvidevajo, da vplivajo na proliferacijo keratinocitov 
predvsem posredno, saj sprožijo izločanje rastnih dejavnikov iz fibroblastov, ki nato 
vplivajo na keratinocite. V ranah se ob nastanku poškodbe pričnejo izražati tudi proteini 
BMP. Sproščajo jih keratinociti in fibroblasti, predvidevajo pa, da spodbujajo predvsem 
diferenciacijo keratinocitov.6 
1.1.2.5 Družina vaskularno endotelijskih rastnih dejavnikov 
V družino vaskularno endotelijskih rastnih dejavnikov (VEGF) sodijo VEGF-A, VEGF-
B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E in placentni rastni dejavnik. Pri celjenju ran ima 
pomembno vlogo VEGF-A. Deluje preko vezave na receptor Flt-1 (receptor VEGF-1; 
VEGFR-1) in KDR (receptor VEGF-2; VEGFR-2), ki se nahajata na površini 
endotelijskih celic. Receptor Flt-1 je potreben za organizacijo krvnih žil in ima vlogo pri 
vaskularni prepustnosti, sproščanju matriks metalo-proteinaz (MMP) ter vpliva na 
apoptozo.6 Signalizacija preko receptorja KDR izboljša kemotakso in proliferacijo 
endotelijskih celic.16 VEGF-A sproščajo endotelijske celice, keratinociti, fibroblasti, 
trombociti, nevtrofilci in makrofagi. V kontekstu celjenja ran ima vlogo pri zgodnejših 
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procesih celjenja, saj spodbuja angiogenezo predvsem preko migracije in proliferacije 
endotelijskih celic,6 spodbuja pa tudi limfoangiogenezo.17   
1.1.2.6 Družina inzulinu podobnih rastnih dejavnikov 
Inzulinu podobni rastni dejavnik I (IGF-I) in II (IGF-II) vplivata na mitogenezo in 
izboljšata preživetje najrazličnejših celičnih tipov. Oba delujeta preko vezave na receptor 
IGF (IGFR).12 V koži ga izločajo fibroblasti in makrofagi, spodbuja proliferacijo 
keratinocitov ter morfogenezo lasnih mešičkov. Utišanje IGFR ob rojstvu je letalno zaradi 
respiratorne insuficience novorojenca, hkrati pa imajo živali z utišanim IGFR nenormalno 
tanko epidermalno plast kože z zmanjšanih številom dlačnih foliklov.18 Znano je, da so 
koncentracije IGF v kroničnih ranah nizke.12  
1.1.2.7 Plazminogenu sorodni rastni dejavniki  
V družino plazminogenu podobnih rastnih dejavnikov (ang. »scatter factors«) sodita 
hepatocitni rastni dejavnik (HGF), imenovan tudi plazminogenu podobni rastni dejavnik 
1 (PRGF-1) in stimulatorni protein makrofagov (MSF), imenovan tudi PRGF-2.12 Oba se 
izločata v obliki prekurzorskih molekul, ki se s proteolitično cepitvijo pretvorita v aktivno 
obliko. HGF večinoma izločajo mezenhinske celice in signalizira preko membranskega 
receptorja tirozin kinaza MET (imenovan tudi receptor HGF), ki se nahaja na različnih 
celičnih tipih. HGF se veže tudi na proteoglikane, ki delujejo kot nizko afinitetni 
receptorji in omogočajo akumulacijo pro-HGF v bližini tarčnih celic.19 V ranah je 
izražanje HGF in receptorja MET povišano v različnih celičnih tipih, ki sestavljajo 
granulacijsko tkivo, kar potrjuje njegovo vlogo pri celjenju ran.20  
MSP je serumski protein, ki uravnava proliferacijo in migracijo različnih celičnih tipov. 
Večinoma je v neaktivni obliki, procesira se šele ob vezavi na receptor RON, ki se nahaja 
na različnih celičnih tipih, med drugim na keratinocitih in makrofagih.19 Spodbuja 
migracijo makrofagov in proliferacijo keratinocitov.20 Predvidevajo, da izboljša celjenje 
ran predvsem preko stimulacije makrofagov, ki pod vplivom MSP učinkoviteje očistijo 
področje rane.21   
1.1.2.8 Proinflamatorni citokini in kemokini  
Proinflamatorni citokini pri celjenju ran vplivajo na številne procese. Vplivajo na 
proliferacijo keratinocitov in fibroblastov, sintezo in razgradnjo zunajceličnih proteinov, 
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kemotakso fibroblastov in nadzorujejo imunski odziv. Pri celjenju ran imajo 
najizrazitejšo vlogo interlevkin 1 (IL-1), interlevkin 6 (IL-6) in faktor tumorske nekroze 
α (TNF-α). Njihovo izražanje je povišano predvsem v fazi vnetja.12 Ob nastanku rane 
keratinociti začnejo izločati IL-1, ki z avtokrinim delovanjem spodbuja njihovo migracijo 
in proliferacijo. Pod vplivom IL-1 pride do sekrecije FGF-7 s strani fibroblastov.6 IL-6 
deluje mitogeno in proliferativno na keratinocite in je kemoatraktant za nevtrofilce. Pri 
transgenih miših z izbitim genom za IL-6 so se rane celile trikrat dlje kot pri divjem tipu, 
kar kaže na to, da je IL-6 nujen za normalen potek celjenja.22 Hkrati je znano, da 
prekomerno izražanje IL-6 lahko vodi v pretirano brazgotinjenje.23 TNF-α v nizkih 
koncentracijah stimulira celjenje ran, saj spodbuja makrofage, da izločajo rastne 
dejavnike. Dolgotrajnejše visoke koncentracije TNF-α zavirajo normalno celjenje ran, saj 
preprečuje sintezo ECM in hkrati vplivajo na povišanje MMP na območju rane.6  
Vlogo pri celjenju ran imajo tudi kemokini. Med kemokine uvrščamo citokine majhne 
molekulske mase, ki jih delimo v štiri poddružine: α- (CXC-) in β- (CC-) kemokine, v 
kateri sodi večina kemokinov, ter CX3C in C- kemokine, v katere razvrščamo le enega 
ali dva dejavnika. Kemokini delujejo preko vezave na s proteinom G sklopljene, ki so 
specifični za posamezne kemokine. V kontekstu celjenja ran vplivajo na migracijo 
različnih celic, na reepitelizacijo, preoblikovanje tkiva in angiogenezo.12  
1.1.2.9 Drugi dejavniki 
Angiopoetini so rastni dejavniki, ki vplivajo na endotelij. Delujejo preko vezave na 
receptor Tie2, ki se nahaja le na endotelijskih celicah. Zanimivo je, da angiopoetin 1 
(Ang1) deluje kot aktivator receptorja, medtem ko Ang 2 deluje kot njegov inhibitor, kar 
nakazuje, da je za normalno delovanje represija signalizacije enako pomembna kot 
aktivacija. Raziskave kažejo, da Ang1 ne vpliva na angiogenezo in proliferacijo 
endotelija, temveč predvsem na stabilizacijo krvnih žil v povezavi z delovanjem VEGF. 
V nasprotju s tem Ang2 destabilizira žile in omogoča prehod v stanje, ki omogoča boljši 
odziva na VEGF.24 
Živčni rastni dejavnik (NGF) ima najvidnejšo vlogo v osrednjem in perifernem živčevju, 
pokazali pa so tudi njegovo vlogo pri celjenju ran. Dodajanje eksogenega NGF na rane 
diabetičnih miši je izboljšalo celjenje,25 enako pa se je pokazalo tudi pri uporabi NGF na 
pacientih s preležaninami.26 
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Rastni dejavnik vezivnega tkiva (CTGF) in s cisteini bogati dejavnik 61 (cyr61) imata 
poleg vloge pri embrionalnem razvoju in različnih patologijah vlogo tudi pri celjenju ran. 
CTGF izražajo različne celice in spodbuja nastajanje granulacijskega tkiva in posledično 
brazgotinjenje,12 vpliva na endotelij in spodbuja angiogenezo.27 Cyr61 pospešuje 
kemotakso fibroblastov in izboljša mitogeni vpliv ostalih rastnih dejavnikov28 ter 
spodbuja angiogenezo.29 
Granulocitno-makrofagne kolonije stimulirajoči dejavnik (GM-CSF) je citokin, ki se 
kmalu po poškodbi začne izločati iz keratinocitov in na njih deluje avtokrino. Med 
procesom celjenja rane GM-CSF izločajo makrofagi, limfociti, fibroblasti in endotelijske 
celice, ki hkrati tudi izražajo receptorje za GM-CSF. Pri živalih s prekomernim 
izražanjem GM-CSF je prišlo do hitrejšega celjenja ran predvsem zaradi izboljšane 
reepitelizacije, neovaskularizacije in tvorbe granulacijskega tkiva. Nadaljnje raziskave so 
pokazale, da GM-CSF izboljša celjenje neposredno pa tudi posredno, saj vpliva na 
izražanje ostalih rastnih dejavnikov.30    
Interlevkin 10 (IL-10) sodi med protivnetne citokine. Pri celjenju ran modulira vnetni 
odziv, vpliva pa tudi na tvorbo granulacijskega tkiva, fibroblaste, keratinocite in 
endotelijske celice.31 Različne študije kažejo, da je IL-10 eden od kandidatov za uporabo 
v terapevtske namene, saj ob povišanih koncentracijah zmanjša nastajanje brazgotine.32,33 
 
1.2 Motnje celjenja ran 
Pri zdravih posameznikih je celjenje ran zelo učinkovit proces. Motnje v celjenju ran se 
lahko kažejo kot pretirano brazgotinjenje ali kot nezadostno celjenje, kar vodi v nastanek 
kroničnih ran. Zaradi motenj v celjenju kožnih ran na svetu trpi več kot 40 milijonov 
pacientov, kar predstavlja tudi veliko obremenitev za zdravstveni sistem.5  
Motnje celjenja povzročijo različni dejavniki, ki jih lahko razdelimo na lokalne in 
sistemske. Lokalni dejavniki so tisti, ki neposredno vplivajo na rano in njeno okolico. 
Prisotnost bakterijske okužbe in nastanek biofilmov močno otežujeta normalne procese 
celjenja. Negativno na samo celjenje deluje tudi hipoksično okolje, ki je pogosto prisotno 
v kroničnih ranah.3 
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Sistemski dejavniki so odvisni od zdravstvenega stanja posameznika in njegovih 
življenjskih navad.34 S staranjem se povečuje tveganje za nastanek motenj celjenja, saj je 
pri starejših celoten proces celjenja zakasnjen.35 Na samo celjenje med drugim vplivajo 
spolni hormoni, ki s staranjem posameznikov upadajo. Raziskave so pokazale, da 
dodajanje estrogenih hormonov izboljša celjenje ran pri starejših, posebej pri ženskah, 
medtem ko androgeni hormoni povečujejo vnetni odziv v ranah.36 Normalni mehanizem 
celjenja ran je moten tudi pri diabetikih, pri katerih pogosto pride do razvoja kroničnih 
ran. Negativno na potek celjenja ran vplivajo tudi debelost, jemanje različnih zdravil 
(glukokortikosteroidi, nesteroidne protivnetne učinkovine in kemoterapevtiki), prehrana, 
kajenje, uživanje alkohola in stres.34  
 
1.2.1 Nezadostno celjenje vodi do kroničnih ran 
Rane, ki se po 12 tednih od nastanka še vedno nezadostno celijo, imenujemo kronične. 
Običajno nastanejo zaradi dolgotrajnega patološkega vnetja, ki zmoti proces celjenja in 
onemogoči prehod v fazo proliferacije.3 Dejavniki tveganja za razvoj kroničnih ran so 
starost, debelost, diabetes, kardiovaskularne bolezni, senzorične nevropatije in 
avtoimunske bolezni.5 
Trenutne projekcije kažejo, da bo 1-2% populacije v razvitih državah vsaj enkrat v 
življenju razvilo kronične rane. Ocenjujejo, da je v ZDA trenutno 6,5 milijonov pacientov 
s kroničnimi ranami.37 V Veliki Britaniji ocenjujejo, da za zdravljenje kroničnih ran 
porabijo 2-3% vsega zdravstvenega proračuna.38 Najpogosteje pride do razvoja kroničnih 
ran zaradi okužbe kirurške rane, temu pa sledijo diabetično stopalo in preležanine. Znano 
je, da pri 25% vseh diabetikov pride do razvoja diabetičnega stopala, ki pa je tudi eden 
od vodilnih razlogov za amputacijo noge. Zaradi staranja prebivalstva in porasta debelosti 
ter diabetesa pa se bosta delež kroničnih ran in posledično finančno breme le še 
povečevalo.39  
Kronične rane, ki niso posledica okužbe kirurške rane, običajno spadajo v eno od štirih 
kategorij: diabetično stopalo, razjede zaradi pritiska ter arterijske in venske razjede. 
Takšne rane so okužene in vnete, kar negativno vpliva na angiogenezo, reepitelizacijo ter 
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na delovanje rastnih dejavnikov in drugih bioaktivnih molekul. Koncentracije 
proinflamatornih citokinov kot so IL-1, IL-6 ter TNF-α so v kroničnih ranah močno 
povišane. Hkrati so koncentracije rastnih dejavnikov mnogo nižje kot v normalnih ranah, 
kar še dodatno onemogoča prehod v naslednjo fazo celjenja.40  
Keratinociti na robu kroničnih ran hiperproliferirajo, vendar ne izražajo označevalcev za 
migracijo, hkrati pa izločajo manjše količine rastnih dejavnikov.5 Na robu razjed se zato 
nabira eksudat, pomešan z nekrotičnim tkivom. Na področju rane je prisotnega zelo malo 
granulacijskega tkiva, miofibroblasti skoraj niso prisotni, žile so obdane s fibrinskimi 
skupki. Prizadeta je tudi angiogeneza, kar še dodatno poslabša samo celjenje. Takšne rane 
so zelo vnete, v njih najdemo mnogo nevtrofilcev, ki se fenotipsko razlikujejo od tistih, 
prisotnih v akutnih ranah. Fibroblasti v kroničnih ranah imajo zmanjšano sposobnost 
migracije in so neodzivni na signalizacijo rastnih dejavnikov.40 Nizke koncentracije 
rastnih dejavnikov v kroničnih ranah so tudi posledica visokih koncentracij različnih 
metaloproteinaz matriksa v ranah.41  
 
Slika 4: Celjenje akutne in kronične rane. Po nastanku poškodbe (levo) makrofagi začnejo 
izločati rastne dejavnike, ki pospešijo migracijo drugih celic. V primeru normalnega celjenja rane 
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(zgoraj desno) pride do tvorbe granulacijskega tkiva, angiogeneze in migracije endotelijskih celic, 
kar vodi v celjenje rane. V primeru pojava patoloških sprememb ali okužbe (spodaj desno) to 
lahko vodi v nezadostno celjenje in nastanek kroničnih ran, za katere je značilen podaljšan čas 
celjenja, prisotnost različnih proteaz in nizke koncentracije rastnih dejavnikov.42 
 
1.2.2 Pretirano celjenje 
Pretirano celjenje vodi v nastanek keloidnih ali hipertrofičnih brazgotin. Za oba tipa 
brazgotin je značilna pretirana proliferacija fibroblastov in prekomerna tvorba ECM. 
Hipertrofične brazgotine (HTS) se razvijejo kot posledica hudih opeklin, poškodb ali 
kirurških posegov. Keloidne brazgotine se od HTS razlikujejo predvsem po tem, da 
segajo preko območja prvotne poškodbe. Razlikujemo jih lahko tudi po razporeditvi 
kolagena, prisotnosti miofibroblastov in obsegu angiogeneze.40 Podaljšan čas celjenja je 
pomemben dejavnik, ki vpliva na njihov nastanek. Pri ranah, ki se zacelijo v dveh tednih, 
redko pride do razvoja hipertrofičnih brazgotin, pri ranah, ki se celijo več kot tri tedne, 
pa je tveganje za nastanek hipertrofičnih brazgotin za 70% višje.5 Na pretirano 
brazgotinjenje vplivajo različni rastni dejavniki, med njimi ima pomembno vlogo TGF-
β, ki povzroči prekomerno tvorbo in odlaganje kolagena s strani fibroblastov.5  
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Slika 5: Shematski prikaz pretiranega celjenja. V primeru ran, kjer je prišlo do pretiranega 
vnetja, brazgotino sestavlja kolagen, deponiran v debelih snopih. Pri hipertrofičnih brazgotinah 
pride do pretiranega nalaganja kolagena, kar povzroči nastanek dvignjene površine brazgotine, ki 
se sčasoma zmanjša. Nasprotno se v keloidnih brazgotinah nahajajo še debelejši skupki kolagena, 
brazgotina pa sega preko področja rane.40  
 
1.3 Terapije ran 
Kožne rane kljub dobremu poznavanju celičnega in molekularnega dogajanja med 
celjenjem ostajajo velik zdravstveni problem.43 Danes se uporablja pristop Evropske 
zveze za oskrbo ran (EWMA) imenovan TIME (ang. »Tissue, Infection, Moisture, 
Epithelisation«), ki omogoča standardno oskrbo rane, hkrati pa celostno obravnava 
bolnika.44 V klinični praksi se za izboljšanje celjenja uporablja različne pristope, kot so 
kirurško in encimatsko čiščenje ran ter larva terapije, terapije ran s podtlakom ali 
hiperbaričnim kisikom ter svetlobne terapije, ki se pojavljajo v kombinaciji z različnimi 
sodobnimi oblogami za rane in kožnimi nadomestki. 45,46 Kot podporna ali nadomestna 
terapija se pojavljajo tudi klinične študije z uporabo genske terapije47,48 uporaba krvne 
plazme, bogate s trombociti,49 rastni dejavniki v različnih gelih ali vezani na nosilce50 ter 
matične celice.51  
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1.3.1 Kožni nadomestki 
Kožne nadomestki so heterogena skupina materialov, ki se uporabljajo za pospešitev in 
izboljšanje celjenja ran. Uporabljajo se predvsem za izboljšanje celjenja globokih opeklin 
in kroničnih ran. V 70. letih 20. stoletja so optimirali gojenje keratinocitov v pogojih in 
vitro, kar je omogočilo razvoj gojenih epitelijskih avtografov (ang. »Cultured Epithelial 
Autografts«; CEA), ki so jih uporabljali pri pacientih z opeklinami.52 
Na trgu so na voljo različni kožni nadomestki, kar omogoča možnost izbire 
najprimernejšega nadomestka glede na želeno aplikacijo. Idealni kožni nadomestek bi 
imel lastnosti, primerljive z zdravo kožo, in bi izpolnjeval naslednje zahteve:53 
 odpornost na hipoksijo, 
 široka dostopnost, 
 vsebnost dermalnih in epidermalnih komponent, 
 reologijo, primerljivo z zdravo kožo, 
 odpornost na okužbe,  
 stroškovno učinkovit, 
 enostaven za pripravo,  
 nizko imunogen, 
 enostavno shranjevanje, 
 odpornost na mehanski stres. 
V literaturi obstajajo različne razvrstitve kožnih nadomestkov. Glede na sestavo so kožni 
nadomestki razvrščeni v tri razrede, lahko pa jih razdelimo tudi glede na izvor in njihovo 
življenjsko dobo.  
1.3.1.1 Razred I – epidermalni ekvivalenti 
V razred I spadajo kožni nadomestki, ki delujejo kot epidermalna bariera in ne vsebujejo 
celic. Običajno jih uporabljamo kot začasne rešitve, saj delujejo kot mehanska bariera, ki 
preprečuje izgubo vode in okužbe. Delimo jih na enoplastne in dvoplastne nadomestke. 
Enoplastne nadomestke naprej delimo na biološke in sintetične pripravke.53 Primer 
biološkega pripravka je amnijska membrana, ki jo za izboljšanje celjenja opeklin 
uporabljajo že od začetka 20. stoletja.54 Med sintetične materiale štejemo različne 
membrane in polimerne filme iz različnih materialov, kot so Tegaderm®, Opsite® in 
Dermafilm®.55 Med dvoplastne materiale spada TransCyte, ki je sestavljen iz 
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kolagenskega gela, premreženega z najlonom, ki vsebuje rastne dejavnike in druge 
komponente, ki pospešijo migracijo celic na področje rane.53  
1.3.1.2 Razred II - Enoslojni trajni kožni nadomestki. 
V razred II sodijo enoslojni epidermalni ali dermalni kožni nadomestki. Primer 
epidermalnega kožnega nadomestka je gojeni epitelijski avtograf (CEA) Apligraft®,55 ki 
se uporablja za terapijo diabetičnega stopala in golenje razjede.53 
Med dermalne nadomestke spadajo materiali, ki so po zgradbi podobni dermisu. Med njih 
spadajo kožni nadomestki prašičjega izvora, kot sta OASIS Wound Matrix in Permacol, 
goveji kolagen Kollagen® ter kožna nadomestka govejega izvora Matriderm in 
PriMatrix.55 Kožna nadomestka človeškega izvora sta Alloderm® in Dermagraft®. 
Alloderm je pripravljen iz kože mrtvih donorjev in ne vsebuje celic, imunogenih 
komponent in potencialnih patogenov. Dermagraft® je sestavljen iz sintetične 
biokompatibilne mreže, ki jo naselijo s človeškimi neonatalnimi fibroblasti. Uporablja se 
za zdravljenje diabetičnega stopala.53  
1.3.1.3 Razred III – Večplastni kožni nadomestki 
V razred III spadajo kožni nadomestki človeškega (avtogeni in alogeni) in živalskega 
(ksenogeni) izvora in kožni analogi narejeni z uporabo tkivnega inženirstva. O avtogenih 
kožnih nadomestkih govorimo, ko pacientu odvzamejo zdravo kožo in jo presadijo na 
prizadeto mesto. Pogosta je tudi uporaba alogenih kožnih pripravkov iz kože mrtvih 
donorjev, ki jih do uporabe običajno zamrznejo ali pa shranijo v glicerolu. Ksenogeni 
kožni nadomestki se uporabljajo predvsem za kratkotrajno aplikacijo na rane, običajno se 
uporablja koža prašičev.54 
Na tržišču najdemo tudi analoge kože, pridobljene s tkivnim inženirstvom, kot so na 
primer Integra®, Biobrane® in Oracel®. Integra® je sintetični kožni nadomestek, ki je 
sestavljen iz govejega kolagena in prekrit s plastjo silikona, ki deluje kot epidermalni 
analog. Dermalni matriks omogoča migracijo fibroblastov in endotelijskih celic na mesto 
poškodbe. Po 3-6 tednih, ko se kolagensko ogrodje absorbira, odstranijo zgornjo 
silikonsko plast in tako omogočijo obnovitev epidermisa. BioBrane® je sestavljen iz 
najlonske membrane, napolnjene z govejim kolagenom ter prekrit s tanko plastjo silikona. 
Njegova sestava omogoča, da vanj migrirajo fibroblasti in kapilare in popravijo kožni 
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defekt. Orcel® je pripravek, ki vsebuje humane celice. Sestavljen je iz dveh plasti 
govejega kolagena, pri čemer na zgornjo plast naselijo keratinocite donorja, na spodnjo 
plast pa fibroblaste donorja. Deluje kot biokompatibilni matriks, ki zaradi prisotnosti 
celic, ki sproščajo rastne dejavnike in citokine, omogoča izboljšano migracijo celic v 
nadomestek. Uporablja se pri terapiji opeklin, preizkušajo pa ga tudi za terapije 
diabetičnih ran.53  
1.3.2 S trombociti bogata krvna plazma 
S trombociti bogato krvno plazmo (ang. »Platelet rich plasma«; PRP) pridobijo s 
centrifugiranjem bolnikove krvi in tako zgostijo trombocite, ki izločajo različne rastne 
dejavnike. Prednost PRP je njeno enostavno pridobivanje, varnost (avtologni pripravek) 
in nizki stroški pridobivanja. Pred nanosom se PRP aktivirajo (sprožijo koagulacijsko 
kaskado), kar vodi v nastanek gela, iz katerega se sproščajo različni rastni dejavniki. Z 
nadzorom pogojev centrifugiranja in aktivacije PRP lahko nadzorujemo dozo in do neke 
mere nabor rastnih dejavnikov.56 Rastni dejavniki, ki se sproščajo iz PRP, izboljšajo 
regeneracijo, stimulirajo angiogenezo ter sintezo kolagena in posledično pripomorejo k 
hitrejšemu celjenju rane. PRP je bila v klinični študiji prvič testirana za zdravljenje 
kronične razjede, testirali so jo tudi za uporabo pri drugih tipih kroničnih ran kot so 
diabetične razjede, diabetično stopalo in nekrotične rane.57 Uporaba PRP je pri kroničnih 
ranah izboljšala celjenje, zmanjšala površino rane in volumen. In vitro raziskave so 
pokazale, da PRP pozitivno vpliva na migracijo mezenhimskih matičnih celic in 
fibroblastov, izboljša vaskularizacijo rane ter deluje antimikrobno.56  
 
1.3.3 Rastni dejavniki 
Kljub velikim pričakovanjem in obetavnim rezultatom na različnih laboratorijskih 
modelih, je uporaba izoliranih rastnih dejavnikov v kliniki omejena. Za klinično uporabo 
je bil s strani FDA prvi odobren rastni dejavnik PDGF v obliki gela pod imenom Regranex 
za zdravljenje diabetičnega stopala.14,58 Kljub temu da so rastni dejavniki dali odlične 
rezultate v različnih študijah, njihovo uporabo v kliniki otežuje predvsem način dostave, 
kratka razpolovna doba in razgradnja s proteazami, prisotnimi v rani.59 Za doseganje 
učinka je potrebno rastne dejavnike dodajati v suprafizioloških koncentracijah, ki lahko 
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v nekaterih primerih sprožijo življenjsko ogrožajoče stranske učinke, hkrati pa lahko 
sistemsko povišane koncentracije rastnih dejavnikov povzročijo nastanek raka. Dodatne 
izzive pri uporabi rastnih dejavnikov predstavljajo njihova produkcija in slabi donosi ter 
težavno in drago čiščenje. Težave skušajo premostiti z različnimi modifikacijami, 
njihovim vključevanjem v različne nosilce ali s kombinacijo obeh metod.60  
Rastne dejavnike lahko izboljšamo na različne načine. Izboljšamo lahko njihovo 
stabilnost, podaljšamo razpolovni čas, izboljšamo njihovo distribucijo in njihovo 
produkcijo ter vplivamo na afiniteto vezave na receptorje. Z uporabo knjižnic so na 
primer uspešno izboljšali afiniteto vezave EGF na receptorje.61,62 Na stabilnost RF lahko 
vplivamo tudi z uvedbo mutacij, ki dodatno stabilizirajo protein63,64 ali z zmanjšanjem 
proteina, ki še vedno ohrani aktivnost.65 Stabilnost lahko povečamo tudi s ciklizacijo ali 
konjugacijo s polietilen glikolom (PEG), ki je postala že standardna metoda za izboljšanje 
razpolovne dobe RF.60  
Drugi pristop je uporaba različnih nosilcev za počasno, a dolgotrajno in nadzorovano 
sproščanje. Biomateriale za pripravo teh sistemov lahko razdelimo na naravne materiale 
(npr. kolagen, želatina, alginat) in sintetične polimere (npr. polietilen oksid, polivinil 
alkohol in poliuretan), vsi pa lahko služijo kot nosilec za dostavo terapevtskih učinkovin. 
Nosilci terapevtske učinkovine zaščitijo pred razgradnjo in jih hkrati ohranjajo na 
območju poškodbe. Obenem omogočajo infiltracijo celicam in tako dodatno prispevajo k 
izboljšanju celjenja ran.5 Uporaba mikroenkapsuliranih rastnih dejavnikov EGF, FGF-2, 
PDGF in VEGF je omogočila njihovo kontrolirano sproščanje v obdobju enega meseca 
in izboljšala celjenje.66 Uporabili so tudi kombinacijo EGF in matičnih celic, kjer je 
uporaba nosilca izboljšala celjenje v primerjavi z iniciranjem EGF skupaj s celicami.67 
Martino in sodelavci so testirali vezavo različnih rastnih dejavnikov na nosilce in 
pokazali, da vezava ter počasno sproščanje FGF-2 in PlGF-2 izboljša celjenje na modelu 
kronične rane.68  
1.3.4 Genska terapija  
Genska terapija je metoda, pri kateri v tarčne celice trajno vnesemo genetski material, s 
čimer preprečimo, zavremo ali omilimo določen patološki proces.69 V primerjavi z 
uporabo izoliranih rastnih dejavnikov in drugih bioloških molekul, je uporaba genske 
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terapije cenejša in enostavnejša, z njo pa zagotovimo kontinuirno sintezo rastnih 
dejavnikov na področju rane in se tako izognemo težavam z njihovo dostavo.70 Gene v 
tarčno tkivo lahko vnesemo ex vivo ali in vivo. Pri ex vivo tehniki gene vstavimo v 
izolirane in vitro gojene celice ter jih nato vnesemo v prejemnika. V primerjavi z ex vivo 
je postopek in vivo vnosa genov neposredno v prejemnika cenejši in enostavnejši.70   
Sisteme za gensko terapijo lahko najbolj grobo razdelimo v virusne in ne-virusne sisteme. 
Virusi so po svoji funkciji naravni sistemi za vnos dednega materiala v celico. Za namene 
genske terapije najpogosteje uporabljajo retroviruse, adenoviruse in adenovirusom 
sorodne viruse (AAV).71 Pri nevirusnih sistemih dostavljajo plazmidne vektorje, RNAi 
in miRNA z uporabo različnih kationskih polimerov, kationskih liposomov, 
mikroinjiciranja, obstreljevanja celic in elektroporacijo.5 Učinkovitost ne-virusnih 
sistemov je slabša, vendar za razliko od virusnih vektorjev ni nevarnosti rekombinacije z 
virusi divjega tipa. Hkrati so sintetični sistemi enostavnejši in cenejši za pripravo. Najbolj 
obetavne se zdijo neposredna aplikacija plazmidov, lipofekcija in vnos preko tarčnih 
receptorjev.71      
Na mišjem modelu rane so se kot uspešni izkazali retrovirusno in vitro modificirani 
keratinociti, ki so prekomerno izražali PDGF72 ali IGF.73 Povišana koncentracija teh 
rastnih dejavnikov v ranah je izboljšala proliferacijo keratinocitov in tvorbo 
granulacijskega tkiva. V drugih študijah so in vitro v fibroblaste vnesli gene za VEGF ali 
PDGF in pokazali možnost uporabe avtolognih fibroblastov za izboljšanje celjenja ran.71 
Eden od primerov in vivo genske terapije je neposreden vnos DNA v kožo, kjer pride do 
sprejema tuje DNA s strani keratinocitov in s tem do prehodnega izražanja vnesenih 
genov.74 Z uporabo metode »microseeding« so v kožo uspešno vnesli EGF75, različne 
PDGF izoforme76 ali TGF77 in z uporabo vseh metod izboljšali celjenje ran. Kot uspešne 
so se izkazale tudi druge genske terapije z uporabo virusnih in ne-virusnih vektorjev, kar 
kaže na možnost uporabe genske terapije za izboljšanje celjenja ran.71 
 
1.3.5 Uporaba celic za dostavo bioloških molekul 
Ob vnosu celic na področje rane le te začnejo sproščati različne faktorje, hkrati pa se 
določene celice diferencirajo in še dodatno izboljšajo potek celjenja. Celice uporabljajo 
Kadunc L. Priprava enkapsuliranih celice za dostavo rastnih dejavnikov.   
   Doktorska disertacija. Medicinska fakulteta. Univerza v Ljubljani, 2020 
20 
 
v kontekstu kožnih nadomestkov, katerih formulacija je podrobneje opisana v predhodnih 
poglavjih, ter kot različne somatske ali matične celice, ki jih proste ali vezane na različne 
nosilce dodajajo na področje rane.5  
1.3.5.1 Somatske celice  
Za izboljšanje celjenja ran so že testirali suspenzijo aktiviranih avtolognih makrofagov, 
ki na mestu rane sproščajo vrsto rastnih dejavnikov, hkrati pa pomagajo počistiti območje 
rane in tako prispevajo k učinkovitejšemu celjenju.5  
Pri celjenju je ključnega pomena obnovitev funkcionalne kožne bariere, zato so testirali 
tudi številne pristope za dostavo keratinocitov. Keratinociti, namnoženi v pogojih in vitro, 
se uporabljajo kot epidermalni nadomestki pri zdravljenju opeklin.5 Težava pristopa je 
predvsem dolgotrajno gojenje celic, ki lahko traja več tednov ali mesecev.78 Kot 
alternativni pristop je v uporabi nanašanje suspenzije avtolognih keratinocitov ali pa 
njihova aplikacija v obliki aerosolnega razpršila.5 
1.3.5.2 Matične celice 
Matične celice so sposobne samoobnavljanja in diferenciacije v različne celične tipe in 
imajo pomembno vlogo pri obnovi organizma, saj nadomestijo poškodovane celice v 
organu z novimi ter tako prispevajo k ohranjanju homeostaze. Razlikujemo somatske in 
embrionalne matične celice. Embrionalne matične celice izhajajo iz notranje celične mase 
blastociste. Somatske matične celice delimo na perinatalne in postnatalne, v skupino pa 
sodijo tako hematopoetske (HSC) kot tudi mezenhimske (MSC) matične celice. Uporaba 
somatskih celic, v nasprotju z embrionalnimi celicami, ni omejena z etičnimi dilemami, 
hkrati pa so boljša izbira iz vidika varnosti terapije.79  
Mezenhimske matične celice so dobro karakterizirane celice, ki jih najdemo v odraslem 
tkivu mnogih organov v njihovih specifičnih nišah skupaj s podpornimi celicami.80 Poleg 
regenerativnih sposobnosti MSC zavirajo fibrozo, apoptozo in vnetje ter pozitivno 
vplivajo na angiogenezo, imajo nevroprotektivne lastnosti in učinkujejo kemotaktično.79 
MSC so zaradi dobrih rezultatov v pogojih in vitro ter pri živalskih študijah hitro prenesli 
v klinična testiranja za različna bolezenska stanja. Pri tem so se pojavile težave predvsem 
glede števila izoliranih celic in njihovih lastnosti. Za terapije je potrebno celice v okolju 
GMP (ang. »Good Manufacturing Practice«; dobra proizvodnja praksa) namnožiti do 
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zadostnega števila, saj je izkoristek izolacij običajno nizek. Z naraščajočim številom 
celičnih delitev se zmanjšuje sposobnost diferenciacije celic, hkrati pa lahko preidejo v 
senescenco. V izogib imunski reakciji in prenosu različnih zoonoz, celice namesto v 
govejem serumu gojijo v gojiščih brez komponent živalskega izvora (»xeno-free« 
medij).79 
Trenutno poteka več kot 700 kliničnih študij, v katere so vključene MSC,79 med drugim 
številne, ki se osredotočajo na izboljšanje celjenja ran. Matične celice, izolirane iz 
adipoznega tkiva (ADSC), se zaradi enostavne izolacije in razpoložljivosti pogosto 
uporabljajo za izboljšanje celjenja ran.81 Pri celjenju ran ADSC sodelujejo na različne 
načine. Matične celice se v rani lahko diferencirajo v keratinocite82,83 in endotelijske 
celice,84 stimulirajo angiogenezo, hkrati lahko prevzamejo vlogo pericitov.85 S tem 
omogočijo boljšo prekrvavitev območja rane, kar se je pokazalo tudi na podganjih 
modelih ishemije86 in izboljšajo celjenje razjed pri diabetičnih miših.87 Intramuskularna 
in intravenozna aplikacija ADSC pri bolnikih s kroničnimi ranami je izboljšala 
vaskularizacijo in perfuzijo ter omogočila boljše celjenje ran.88,89 Mnoge študije kažejo, 
da lahko delovanje matičnih celic še dodatno izboljšamo z dodatkom različnih nosilcev, 
ki hkrati olajšajo tudi infiltracijo drugih celic na mesto poškodbe.80 Kljub dobrim 
rezultatom uporaba matičnih celic še ni ustaljena praksa, razlogov za to pa je veliko. Še 
vedno ni poznan optimalen protokol za izolacijo MSC, obenem pa še vedno ne vemo, 
katero tkivo je njihov najboljši vir. Posledično tudi ni optimalnega protokola za gojenje 
in ekspanzijo celic ex vivo. Prav tako še vedno niso identificirali najboljšega načina za 
dostavo celic, njihove koncentracije in pogostost administracije.79 
Novejše raziskave so pokazale, da glavni mehanizem delovanja matičnih celic ni njihova 
diferenciacija, ampak imajo pomembno vlogo predvsem kot sekretorne celice. Znano je, 
da matične celice sproščajo najrazličnejše bioaktivne molekule, kot so rastni dejavniki, 
citokini, kemokini, lipidni mediatorji, hormoni ter različne vezikle in eksosome. Ravno 
izločene molekule so tiste, ki parakrino delujejo na tkivo in s tem pospešijo obnovo.90,91 
Uporaba gojišča, v katerem so rasle matične celice in vsebuje sekretom celic, se je zato 
pokazala za naslednjo logično potezo v razvoju terapij.92  
Gojišče, v katerem so rasle matične celice, izboljša migracijo celic v in vitro modelih 
celjenja ran, saj vsebuje visoke koncentracije rastnih dejavnikov in citokinov, kot so EGF, 
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KGF, IGF-I, PDGF-B, VEGF-A, eritropoetin,93 HGF, TGF α in β,94 IL-6 ter IL-8.95 Park 
in sod. so pokazali, da sekretom človeških ADSC vsebuje visoke koncentracije rastnih 
dejavnikov EGF, FGF-2 in HGF ter signifikantno izboljša celjenje ran na mišjem 
modelu.96 Chen in sod. so identificirali petnajst različno izraženih rastnih dejavnikov in 
citokinov v gojišču, v katerem so rasle matične celice v hipoksičnih pogojih ter na mišjem 
modelu pokazali, da dodajanje gojišča, v katerem so rasle matične celice, vpliva na 
infiltracijo makrofagov na področje rane in posledično izboljša proces celjenja.93 Do 
podobnih rezultatov so prišli tudi Lee in sod., ki so pokazali, da hipoksični pogoji vplivajo 
na profil izražanja genov matičnih celic. V hipoksičnih pogojih so izmerili povišane 
koncentracije rastnih dejavnikov VEGF in FGF-2, le-to gojišče pa je pospešilo celjenje.51 
Do podobnih zaključkov so prišli tudi številni drugi avtorji.86,97,98 Dejavnike, ki jih 
izločajo matične celice, lahko pridobimo tudi z rekombinantno tehnologijo in jih v 
definiranih razmerjih uporabimo za terapijo, kar so pokazali tudi Ogata in sod., ki so z 
intravenozno administracijo mešanice rekombinantnih citokinov izboljšali osteogeno 
diferenciacijo podganjih MSC.99     
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1.4 Uravnavanje delovanja bioloških sistemov 
Celice sprejemajo informacije iz okolja preko številnih receptorjev, katerih aktivacija 
sproži signalne kaskade, ki omogočijo odziv in prilagajanje na spremembe v okolju. 
Signalne poti in vanje vključeni proteini so modularni in vsebujejo specifične domene, ki 
opravljajo določene reakcije (npr. kinaze, fosfataze), vplivajo na aktivnost (npr. 
aktivatorji in represorji) ali določajo lokacijo proteina. Ravno modularnost 
signalizacijskih sistemov omogoča, da se celica odzove na nove signale preko 
vzpostavitve novih signalnih poti, v katere se vključijo že obstoječi modularni proteini, 
kar posledično omogoči odgovor celice na nov signal. 100 Sintezna biologija združuje 
inženirske pristope z znanostmi o življenju in po vzoru evolucije uporablja, združuje in 
preureja signalne poti ter omogoča nadzorovano izvajanje različnih bioloških operacij. 
Uporablja modularne ortogonalne biološke elemente, ki delujejo predvidljivo in 
omogočajo sestavljanje novih kompleksnih regulatornih omrežij znotraj celice, ki 
opravljajo najrazličnejše naloge.100,101 V sesalskih celicah so že sestavili različne 
regulatorne module, kot so preklopna stikala,102 oscilatorji,103 logična vezja,104,105 
časomer106 in števec,107 ki imajo velik potencial v različnih industrijskih kot tudi 
medicinskih aplikacijah.  
Mnogo sintetičnih naprav temelji na uporabi različnih signalnih poti, ki jih uravnavajo 
transkripcijski faktorji (TF). Prva sintetična omrežja so v večini temeljila na uporabi 
bakterijskih transkripcijskih faktorjev (tetraciklinski represor TetR ali regulatorni protein 
GAL4) združenih z aktivacijskimi (npr. aktivator VP16 virusa herpes simpleks; VP16 ali 
sestavljeni aktivator VPR 108) ali represorskimi (npr. »Krüppel associated box«; KRAB) 
domenami. V zadnjih letih so vedno bolj v uporabi tudi endogeni transkripcijski faktorji 
npr.: jedrni faktor aktiviranih celic T (NFAT), ciklični adenozinmonofosfat (cAMP) 
vezavni element (CREB), jedrni faktor κB (NF- κB) in aktivator transkripcije STAT.101 
Napredek pri načrtovanju DNA-vezavnih domen cinkovih prstov (ang. »zinc finger«; 
ZF), transkripcijskim aktivatorjem podobnih efektorjev (ang. »Transcription activator-
like effector«; TALE) in sistem gruč kratkih palindromskih ponovitev na redni razdalji in 
z njim povezana endonukleaza (ang. »Clustered regularly interspaced short palindromic 
repeats/CRISPR asociated protein«; CRISPR/Cas) ter njihova fuzija z aktivacijskimi ali 
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represorskimi domenami je omogočil razvoj novega nabor sintetičnih transkripcijskih 
regulatorjev, ki jih lahko uporabimo pri načrtovanju najrazličnejših omrežij.109  
 
1.4.1 Tetraciklinski inducibilni sistem 
Eden najbolj uporabljenih sistemov za nadzor izražanja genov, ki izvira iz bakterij, je 
zagotovo tetraciklinski sistem.110 Za uporabo v sesalskih celicah so protein TetR združili 
z aktivatorjem VP16, s čimer so dobili od tetraciklina odvisni transkripcijski aktivator 
(tTA). Za tetraciklinski sesalski promotor (Ptet) so združili sedem zaporedij tet operatorja 
(tetO), na katere se veže tTA, in jim dodali minimalni evkariontski promotor. Na ta način 
so dobili tako imenovani sistem OFF, pri katerem se ob odsotnosti tetraciklina (ali 
njegovih derivatov, npr. doksiciklin) tTA veže na tetO vezavna mesta Ptet promotorja in 
aktivira transkripcijo. Ob prisotnosti tetraciklina pride do vezave le tega na tTA, kar 
prepreči vezavo aktivatorja na tetO in posledično prepreči aktivacijo genov.111 Slabost 
sistema OFF je predvsem v tem, da je za utišanje genov potrebna kontinuirna in 
dolgotrajna uporaba induktorja, kar pa ni vedno zaželeno. Dodatno moramo za aktivacijo 
odstraniti induktor, kar pa je lahko dolgotrajno predvsem pri in vivo eksperimentih, kjer 
dinamiko aktivacije genov posledično narekuje razpolovni čas induktorja.110 
Drugi na tetraciklin odzivni sistem je sistem ON, ki obstaja v dveh različicah. Pri prvi so 
z mutacijami tTA razvili reverzni tTA (rtTA), ki se veže na Ptet le ob prisotnosti 
tetraciklina in sproži aktivacijo genov.112 Pri drugi različici sistema ON so s fuzijo protein 
TetR združili z represorsko domeno KRAB (TetR-KRAB; ang. »transsilencer«; tTS), ki 
omogoči utišanje genov. Protein tTS ima enake lastnosti vezave kot tTA, vendar zaradi 
fuzije z represorsko domeno deluje ravno obratno – ob prisotnosti induktorja prepreči 
izražanje genov, ob odstranitvi tetraciklina pride do disociacije represorja, kar omogoči 
izražanje genov.113  
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Slika 6: Shema delovanja tetraciklinskega inducibilnega sistema. A)Tet transaktivator (tTA) 
je sestavljen iz Tet-R DNA vezavne domene (DBD) in aktivacijske domene VP16 (AD), ki 
aktivira transkripcijo v odsotnosti liganda. B) Protein tTS je sestavljen iz TetR DBD in 
represorske domene KRAB (RD), ki utiša izražanje genov v odsotnosti liganda. C) Reverzni 
transaktivator tet (rtTA) je sestavljen iz reverzne tet DBD in AD VP16, ki aktivira gene v 
prisotnosti liganda 114.  
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1.5 Varnostni mehanizimi  
Z rastjo uporabe različnih genetsko spremenjenih organizmov (GSO) v industrijske in 
medicinske namene se povečuje tudi tveganje za sproščanje GSO v okolje oziroma v 
primeru medicinskih aplikacij v bolnika. Za zagotovitev večje varnosti razvijajo številne 
pristope, s katerimi želijo povečati varnost uporabe GSO in preprečiti njihov pobeg.115 
Eden od pristopov je uporaba različnih nosilcev in kapsul, ki fizično preprečujejo pobeg 
celicam, hkrati pa jih ščitijo pred zunanjimi vplivi. Uporaba enkapsulacije je zaželena 
predvsem pri uporabi celic za medicinske aplikacije.116 Dodatno varnost enkapsuliranih 
celic lahko zagotovimo z uporabo pristopov sintezne biologije, ki nam omogočajo da 
nadzor nad izražanjem esencialnih genov, različnih toksinov ali pripravo avksotrofnih 
organizmov, s čimer zagotovimo, da celice tudi v primeru pobega iz kapsule ne preživijo 
v okolju.115  
1.5.1 Enkapsulacija celic za dostavo zdravilnih učinkovin 
Za razliko od klasičnih terapij, ki se zanašajo na ponavljajočo se aplikacijo malih molekul 
ali bioloških zdravil, pri celični terapiji celice omogočajo kontinuirno tvorbo zdravilnih 
učinkovin ter hkrati zaznavajo in se odzivajo na spremembe v okolju.116 Pri celičnih 
terapijah vnesene celice prepozna imunski sistem prejemnika, ki se v določenih primerih 
lahko odzove tudi na avtologne celice. V nekaterih primerih se za celične terapije lahko 
uporabljajo le alogene celice donorjev, vendar pacientu teh celic običajno primanjkuje, 
metode za njihovo gojenje pa še niso vzpostavljene (npr. pankreasni otočki). Za zaščito 
celic pred imunskim sistemom jih lahko enkapsuliramo v polprepustne membrane, ki 
omogočajo izmenjavo hranil in hkrati preprečijo imunski odgovor. Pomembno je, da za 
enkapsulacijo uporabimo primerne nosilce in tehnike za ohranitev celic ter omogočimo 
sproščanje terapevtskih molekul iz kapsule, hkrati pa onemogočimo stik enkapsuliranih 
celic s celicami imunskega sistema.117   
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Slika 7: Shematski prikaz enkapsuliranih celic. Polprepustna membrana omogoča izmenjavo 
hranil in plinov ter sproščanje terapevtskih molekul. Obenem preprečuje stik enkapsuliranih celic 
z zunanjim okoljem in s tem preprečuje aktivacijo imunskega sistema.118 
 
Izbira ustreznega materiala s primerno poroznostjo, ki omogoča najboljšo izmenjavo 
hranil, DNA, proteinov in terapevtskih molekul ter obenem preprečuje dostop 
protitelesom in imunskih celicam v kapsulo, je ključnega pomena. Obenem morajo biti 
kapsule mehansko stabilne in enostavne za rokovanje. Kljub mnogim razvitim metodam 
enkapsulacije optimalna zadovoljitev vseh naštetih kriterijev še vedno ni mogoča.117 
V grobem različne tehnike enkapsulacije lahko razdelimo glede na material uporabljen 
za enkapsulacijo in glede na končno velikost kapsul. Glede na velikost enkapsulacijo 
delimo na mikro- in makroenkapsulacijo. Tehnologija mikroenkapsulacije omogoča 
dober nadzor nad morfologijo in velikostjo kapsule, je stroškovno učinkovita ter omogoča 
tvorbo majhnih kapsul. Najpogosteje uporabljen material za mikrokapsule je alginat, ki 
je biokompatibilen in razgradljiv. Mikrokapsul po terapiji ne moremo odstraniti iz telesa, 
ob razgradnji kapsule pa se zanašamo, da bo imunski sistem odstranil ostanke 
enkapsuliranih celic. Pri makroenkapsulaciji pogosto uporabljajo velike cilindrične 
sisteme, ki omogočajo boljšo difuzijo. Prednost makroenkapsulacije je predvsem v tem, 
da lahko kapsule odstranimo iz telesa, če pride do poškodbe naprave, neželenih stranskih 
učinkov oziroma ob koncu terapije.116 
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Slika 8: Sistemi za mikro- in makroenkapsulacijo celic. Pri postopkih mikroenkapsulacije 
pridobimo majhne kapsule, ki omogočajo boljšo difuzijo, vendar jih je po vstavitvi v telo skoraj 
nemogoče odstraniti. Pri sistemih makroenkapsulacije je difuzija nekoliko slabša, vendar takšne 
kapsule ob koncu terapije lažje odstranimo.116 
 
1.5.1.1 Vrste membran za enkapsulacijo celic 
Membrana zaščiti enkapsulirane celice pred gostiteljevim imunskim sistemom. Vendar je 
pri izbiri primernega materiala treba upoštevati še druge lastnosti kot so morfologija, 
biokompatibilnost, razgradljivost in mehanska trdnost. Morfologija membrane, ki jo 
določa velikost por in njihova porazdelitev, debelina membrane, struktura površine in 
poroznost, ključno vplivajo na prepustnost. Prav s prepustnostjo membrane lahko 
nadzorujemo velikost molekul, ki bodo prehajale membrano. Kapsule morajo biti iz 
biokompatibilnih materialov, ki ne sprožijo imunskega odziva in ne smejo biti toksične 
za organizem ali celice. V nekaterih primerih uporabljajo biorazgradljive nosilce, ki se po 
končani terapiji razgradijo. Ko se odločamo za enkapsulacijo je treba upoštevati tudi 
mehansko trdnost določenega materiala. Glede na mesto vstavitve so kapsule lahko 
izpostavljene mehanskemu stresu, zato moramo izbrati primeren material, da se izognemo 
pokanju kapsul in uničenju celic s strani imunskega sistema.118   
V grobem lahko materiale, uporabljene za enkapsulacijo, razdelimo v tri glavne razrede: 
hidrogeli, termoplastični polimeri in nepolimerni materiali.118 Hidrogeli so sestavljeni iz 
hidrofilnih polimerov, ki so sposobni absorbirati vodo ne da bi se pri tem raztopili. 119,120 
Zaradi njihove viskoznosti in elastičnosti ter visoke vsebnosti vode so močno podobni 
tkivu in jih zato pogosto uporabljajo za enkapsulacijo. Hidrogeli so večinoma 
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neimunogeni, njihovo poroznost pa lahko enostavno nadzorujemo s količino 
uporabljenega reagenta za zamreženje.121,122 Termoplastični polimeri v odvisnosti od 
temperature spremenijo obliko. V primerjavi s hidrogeli imajo boljše kemijske lastnosti 
in mehansko trdnosti, zaradi česar so ti materiali zelo vzdržljivi in ob vstavitvi v telo bolje 
prenašajo mehanski stres. Najpogosteje uporabljene so akrilonitril vinil klorid 
kopolimerne membrane (PAN-PVC). Njihova slabost v primerjavi s hidrogeli je slabša 
prepustnost za vodo, kar je lahko omejujoči dejavnik za enkapsulacijo celic.118 Za 
enkapsulacijo lahko uporabimo tudi nepolimerne materiale, pri katerih lahko 
nadzorujemo poroznost, prepustnost in čistost mnogo bolje kot pri polimernih materialih. 
Zaradi visoke stabilnosti in mehanske trdnosti sta najbolj uporabljena nepolimerna 
materiala za enkapsulacijo silikon in titanov oksid.123 Vendar uporaba nepolimernih 
materialov pogosto ni mogoča, saj enkapsulacija poteka pri pogojih, ki jih celice ne bi 
preživele.124  
 
1.5.1.2 Terapevtska uporaba  
V številnih predkliničnih in kliničnih študijah so testirali potencialno uporabo 
enkapsuliranih celic za zdravljenje mnogih bolezni kot so diabetes, kronične očesne 
bolezni, nevrodegenerativne bolezni, kardiovaskularne bolezni, bolezni ledvic in za 
regeneracijo kože.116 Za zdravljenje diabetesa so Langerhansove otočke enkapsulirali v 
najrazličnejše materiale, kot so alginat, hitozan, agaroza, želatina in druge nepolimerne 
materiale, ter jih uporabili v obliki makro ali mikro kapsul.125 Razvili so tudi že 
intraokularno napravo, ki vsebuje človeške epitelijske pigmentne celice mrežnice (NTC-
201), ki sproščajo različne terapevtske molekule ter so enkapsulirane v votlo vlakno. 
Implantant imenovan Renexus kirurško vstavijo v oko, kjer do dve leti sprošča 
terapevtske molekule.126,127   
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Slika 9: Shema terapevtske naprave Renexus. Celice NTC-201 enkapsulirajo v polprepustno 
vlakno in napravo vgradijo v oko, kjer sprošča zdravilne učinkovine.128 
 
Dolgotrajno sproščanje različnih zdravilnih učinkovin je primerno tudi za zdravljenje 
nevrodegenerativnih bolezni. Pri terapijah nevrodegenerativnih bolezni je ena od 
pomembnih ovir za uspešno zdravljenje tudi krvno-možganska pregrada, ki preprečuje 
prehajanje mnogih terapevtikov. Zato se zdi uporaba enkapsuliranih celic, ki jih vnesemo 
neposredno v možgane, smiselna. Enkapsulirane celice, ki sproščajo različne rastne 
dejavnike, so testirali za uporabo pri Parkinsonovi bolezni (rastni dejavnik glialnega 
izvora, GDNF in živčni rastni dejavnik, NGF), Alzheimerjevi bolezni (NGF; ciliarni 
nevrotrofični dejavnik, CNTF; glukagonu podobni peptid 1, GLP-1) in Huntingtonovi 
bolezni (NGF in CNTF).129 
Sintezna biologija je z izgradnjo različnih senzorskih sistemov, zdravilnih učinkovin in 
poročevalskih proteinov omogočila uporabo celic v diagnostiki in za zdravljenje. 
Namesto vnosa genov za zapise enega proteina sedaj razvijajo celične naprave, ki preko 
senzorjev zaznavajo pogoje v okolju, informacije procesirajo in se na signale odzovejo s 
tvorbo zdravilnih učinkovin.130 S tem so se še bolj približali končnemu cilju, narediti 
celične sisteme, s katerimi bi lahko nadomestili celotne organe. Na podlagi tega koncepta 
so že razvili naprave, ki zaznavajo in sproščajo zdravilne učinkovine kot na primer za 
putiko,131 metabolni sindrom,132 hipertenzijo,133 luskavico134 in kolitis.135  
Primer takšnega vezja je celična naprava za terapijo vnetne črevesne bolezni. Celice lahko 
zaznavajo provnetne signale, ki z vezavo na sintetični promotor, ki vsebuje NF-κB 
vezavni element (PNRE), aktivirajo izražanje aktivatorja Gal4-VP16. Aktivator, katerega 
izražanje se dodatno ojača preko pozitivne povratne zanke, aktivira ekspresijo 
terapevtskih proteinov (npr. protitelo proti človeškemu TNF-α), ki nevtralizirajo vnetje 
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(Slika 10A). 135 Primer uporabe logičnih operacij za zaznavanje in odgovor na luskavico 
je prikazan na Sliki 10B. Z uporabo logičnih vrat AND so pripravili receptorje, ki 
zaznavajo klinične vrednosti TNF in IL-22. Ob prisotnosti obeh signalov pride do 
dimerizacije receptorja IL-22 (sestavljen iz dveh podenot: podenote interlevkinskega 
receptorja 22 alfa (IL22RA) in podenote interlevkinskega receptorja 10 beta (IL10RB)), 
kar sproži signalno kaskado, ki privede do izražanja protivnetnih citokinov interlevkina 
4 (IL4) in interlevkina 10 (IL10).   
 
Slika 10: Sintezno biološke terapevtske celične naprave. A) Shematski prikaz vezja za 
zaznavanje in terapijo kronične vnetne črevesne bolezni. Ob prisotnosti signala pride do aktivacije 
sistema, katerega končni rezultat je izražanje protitelesa proti TNF-α, ki nevtralizira vnetje. B) 
Shematski prikaz vezja za zaznavanje in terapijo luskavice. Hkratna prisotnost TNF in IL-22 
sproži signalno kaskado, ki povzroči v izražanje IL-4 in IL-10, ki skupaj zavirata vnetje. C) 
Enkapsulacija ter in vivo testiranje terapevtskih celičnih naprav.101 
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1.5.2 Varnostni mehanizmi na genetski ravni 
Zadrževalni sistem, ki preprečuje pobeg GSO, mora biti dovolj robusten. Po smernicah 
Ameriškega Inštituta za javno zdravje za takšnega šteje sistem, pri katerem pobegne manj 
kot 1 od 108 celic.136 Zadrževalni sistem mora biti hkrati tudi stabilen in zagotavljati 
varnost tekom daljšega časovnega obdobja. Pri tem moramo upoštevati, da ne pride do 
utišanja genov in da varnostni sistem ne predstavlja metabolnega bremena za celice, ki bi 
dodatno povečal selekcijski pritisk. Zadrževalni sistemi morajo biti pod strogim 
nadzorom, da celice v permisivnem okolju niso pod selekcijskim pritiskom. Obstajajo 
različni sintezno biološki pristopi za zagotavljanje varnosti, kot so uporaba različnih 
genov za uničenje (ang. »Suicide genes«) z zapisi za toksine, priprava avksotrofov ali 
uravnavanje izražanja esencialnih genov.115 
 
1.5.2.1 Geni za uničenje 
Gen za uničenje nosi zapis za določen toksin, ki omogoča selektivno uničenje gensko 
spremenjenih celic in hkrati nima toksičnih vplivov na okoliške celice ali tkivo. Idealni 
gen bi omogočal popolno odstranitev vseh GSO-celic, njegov induktor pa bi moral biti 
biološko inerten, imeti dobro biorazpoložljivost in distribucijski profil. Geni za uničenje 
lahko delujejo preko z genom usmerjene encimske pretvorbe prekurzorske molekule 
(ang. »Gene-directed enzyme pro drug therapy«; GDEPT) ali preko inducirane 
dimerizacije različnih podenot. Primera GDEPT sta sistem timidin kinaza virusa herpes 
simpleks (HSV-TK) in sistem citozin deaminaze (CD).137 
HSV-TK ima visoko afiniteto do specifičnih nukleozidnih analogov (npr. ganciklovir; 
GCV), ki jih fosforilira in tako omogoči njihovo vgradnjo v DNA, kar vodi v terminacijo 
replikacije DNA in celično smrt.138 Sistem HSV-TK/GCV hkrati inducira tudi od liganda 
neodvisno agregacijo CD95, kar vodi v nastanek kompleksa proteina povezanega z 
domeno Fas (ang. »Fas-associated death domain protein«; FADD) in signalnega 
kompleksa kaspaze 8 (ang. »Caspase-8 containing death inducing complex«), kar sproži 
apoptozo.139 Podobno deluje tudi sistem CD, pri katerem pride do pretvorbe substrata 5-
fluorocisteina v citotoksični 5-fluorouracil. 140 
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Apoptozo lahko sprožimo tudi z aktivacijo kaspaz. To so izkoristili pri načrtovanju 
himernih proteinov, ki ob dodatku majhne molekule dimerizirajo in aktivirajo apoptozo. 
Primera takih sistemov sta inducibilna kaspaza 9 (iCasp9) in inducibilni sistem FAS 
(iFAS). 137 
1.5.2.2 Uporaba sintetičnih genetskih omrežji 
Uporaba sintetičnih genskih omrežji ima velik potencial za uporabo kot varnostni sistem, 
s katerimi lahko nadzorujemo celične funkcije preko okoljskih signalov, ki jih zaznavajo 
alosterični transkripciijski faktorji, ki vplivajo na izražanje genov. Prednost genetskih 
omrežij je ta, da lahko optimiramo njihovo odzivnost in uporabimo vrsto različnih malih 
molekul. Genetska vezja so lahko sestavljena tako, da je prisotnost specifičnih molekul 
nujno potrebna za transkripcijo esencialnih genov141 ali pa sprožijo prepis toksina.142 
Kompleksnejša vezja lahko vsebujejo več nivojev, pri čemer lahko prvi inducibilni 
regulatorni element prepreči izražanje drugega regulatorja, ki vpliva na izražanje 
toksičnega gena, ki sproži celično smrt. Primera večnivojskih varnostnih stikal sta 
»Deadman« in »Passcode«. Stikalo »Deadman« temelji na uporabi recipročne 
transkripcijske represije, pri čemer prisotnost male molekule prepreči izražanje toksina in 
omogoči preživetje celic (Slika 11A). Stikalo »Passcode« sestoji iz hibridnih 
transkripcijskih faktorjev, pri čemer preživetje omogoča samo prisotnost dveh malih 
molekul in odsotnost tretje (Slika 11B).143   
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Slika 11: Uporaba sintetičnih genskih omrežij. A) Stikalo "deadman" ob prisotnosti signala 
preprečuje izražanje toksina. V primeru pobega celic bi prišlo do izražanja toksina in celične 
smrti. B) Stikalo "Passcode" omogoča preživetje celic samo ob določeni kombinaciji vhodnih 
signalov (1,1,0), pri vseh ostalih kombinacijah pa pride do izražanja toksina.115 
 
 
Vendar induciranje celične smrti ne prepreči sproščanja genetskega materiala v okolje, 
zaradi česar lahko še vedno pride do horizontalnega prenosa genov. Rešitev problema sta 
predlagala Caliando in Voigt z uporabo sistema CRISPR. Naprava DNAi ob indukciji 
omogoči tarčno razgradnjo DNA in ne predstavlja metabolnega bremena za celico ter ne 
ovira izražanja tarčnih genov pred indukcijo.144  
1.5.2.3 Priprava avksotrofnih organizmov 
Z uporabo sintezne biologije so pripravili različne avksotrofne organizme, ki v okolju 
brez dodanih esencialnih molekul ne preživijo. Z delecijo različnih esencialnih genov za 
ključne metabolite, kot so aminokisline ali nukleozidi, so pripravili številne avksotrofne 
organizme. Glavna težave takšnega pristopa je, da lahko organizem manjkajoče ključne 
metabolite pridobi s pomočjo okoliških organizmov, v primeru mikroorganizmov lahko 
pride do horizontalnega prenosa genov, s čimer si GSO lahko povrne esencialne gene. 115 
Klasične pristope z uporabo metabolnih avksotrofov lahko izboljšamo s pripravo 
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sintetičnih avksotrofnih organizmov, ki za preživetje potrebujejo sintetične spojine. 
Primer priprave sintetičnih avksotrofnih organizmov je uvedba prezgodnjih 
terminacijskih kodonov (PTC) v esencialne gene. Takšni organizmi preživijo le v primeru 
dodatka sintetične spojine, ki omogoča preskok PTC in posledično izražanje esencialnih 
genov.115 Za preskok prezgodnjih terminacijskih kodonov omogočajo lahko uporabimo 
dva različna pristopa: (i) uporaba malih spojin, ki omogočijo vgraditev podobne 
aminokisline na mestu PTC ali (ii) uporabo spremenjenih tRNA, ki specifično 
prepoznavajo terminacijske kodone, se nanje vežejo in omogočijo vgraditev AK na mestu 
PTC.  
Uporaba malih molekul za preskok kodonov STOP 
Premostitev prezgodnjih terminacijskih kodonov je mogoča z uporabo malih molekul, ki 
se vežejo na ribosome in omogočijo vključitev aminokisline, ki ima podoben kodon (ang. 
»Near-cognate«). Primer takšnih molekul so aminoglikozidni antibiotiki (npr. 
paromomicin, G418), neglikozidni antibiotiki (negamicin) ali druge male molekule kot 
npr. PTC124 (Ataluren)145 in mnoge druge.146,147 Najbolj raziskani so aminoglikozidi, za 
katere predvidevajo, da ob vezavi na ribosome vplivajo na njihovo konformacijo in tako 
preprečijo vezavo faktorja RF1 ter hkrati zmotijo mehanizem preverjanja ustreznosti 
interakcije kodon – antikodon. S tem omogočijo vezavo tRNA z delno ujemajočim ali 
naključnim antikodonom in posledično vgradnjo nespecifične aminokisline na mesto 
kodona stop. Kljub obetavnim rezultatom je uporaba aminoglikozidov v kliniki omejena 
zaradi njihovih toksičnih stranskih učinkov, ki so posledica dolgotrajnih visokih 
terapevtskih koncentracij antibiotikov.148 PTC124 (3-[5-(2-fluorofenil)-[1,2,4]-
oksadiazol-3-il]-benzojska kislina) ne spada med aminoglikozide in se po strukturi od 
njih razlikuje. Predvidevajo, da se tako kot aminoglikozidi veže na ribosom in vpliva na 
konformacijo, vendar natančen mehanizem delovanja PTC124 še ni poznan. PTC124 za 
razliko od G418, ki omogoči tudi preskakovanje naravnih terminacijskih kodonov in s 
tem vodi v povečan odstotek napačno prevedenih proteinov, omogoča le prepis 
prezgodnjih terminacijskih kodonov, ne vpliva pa na preskakovanje terminacijskih 
kodonov na koncu proteinov.149 Aminoglikozidi in PTC124 so že vključeni v klinična 
testiranja za zdravljenje genetskih bolezni, pri katerih pride do pojava prezgodnjih 
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terminacijskih kodonov, kot so cistična fibroza, Duchennova mišična distrofija, ataksija 
teleangiektazija, hemofilija A in B ter mnoge druge.145   
 
Slika 12: Shema delovanja Atalurena. V normalnih okoliščinah ob prisotnosti prezgodnjega 
terminacijskega kodona pride do vezave evkariontskih sprostitvenih faktorjev 1 in 3 (eRF1, 
eRF3), ki povzročita prezgodnjo terminacijo translacije, kar vodi v prepis prekratkega in pogosto 
neaktivnega proteina. Predvidevajo, da se Ataluren veže na ribosom in omogoči prepoznavo 
prezgodnjega terminacijskega kodona s strani podobne tRNA in posledično vgraditev 
aminokisline na mesto PTC, kar omogoči nadaljnjo sintezo proteina.150  
 
Uporaba sintetičnih aminokislin in spremenjenih aminoacil-tRNA-sintetaz  
Pri drugem sistemu za preskok PTC gre za uporabo sintetičnih aminokislin za pripravo 
avksotrofnih organizmov. Razvili so organizme, pri katerih so v esencialne gene vnesli 
kodone stop ter gen za aminoacil-tRNA-sintetazo (tRNA-RS), ki prepoznava sintetično 
aminokislino (sAK) in pripadajočo tRNA, specifično za kodon stop (TAG, TAA, TGA). 
Takšni organizmi za preživetje potrebujejo sintetične aminokisline, ki se vgradijo na 
permisivno mesto v esencialnih genih in omogočajo preživetje.151 Dodatno so sistem 
uporabe sAK izpopolnili Mandell in sod. s spreminjanjem celotne strukture esencialnega 
proteina, ki omogoča optimalno delovanje le ob vgradnji sintetične aminokisline in s tem 
pogojuje preživetje le ob prisotnosti sAK.152  
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Slika 13: Metabolna in sintetična avksotrofija. A) Primer dveh metabolnih avksotrofov pri L. 
lactis: delecija gena thyA (levo) in pyrG (desno) omogoča preživetje bakterij le v primeru 
dodajanja timidina oziroma citidina. B) priprava sintetičnega avksotrofnega organizma, pri 
katerem so vse kodone TAG nadomestili s kodoni TAA, nato pa kodon TAG uporabili za tarčno 
integracijo nenaravnih aminokislin v esencialne gene. Posledično je preživetje takšnih 
organizmov vezano na dodajanje nenaravne aminokisline.115 
 
1.5.2.4 Uporaba ksenobioloških pristopov  
Ksenobiologija se ukvarja z odkrivanjem novih molekul, s katerimi bi nadomestili 
naravne gradnike DNA ali proteine, ki niso združljivi z naravnimi organizmi. S tem bi 
zagotovili varnost in onemogočili preživetje kseno-organizmov izven nadzorovanega 
okolja.153 Eden prvih primerov takšnega organizma je avksotrofni sev E. coli, ki namesto 
timidina v svojo DNA vgrajuje klorouracil.154 Znane so tudi kseno nukleinske kisline 
(XNA), ki v svojem ogrodju vsebujejo različne molekule sladkorja in prevzamejo vlogo 
DNA in RNA, ki bi jih lahko uporabili za pripravo sintetičnih organizmov. Poznanih je 
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tudi več primerov, kjer so z načrtovanimi aminoacil-tRNA-sintetazami in ribosomi 
spremenili interpretacijo genetskega koda tako, da prepoznava kvadruplet kodonov155 ali 
pa so standardni nabor ATGC nukleotidov razširili, da vsebuje 6 baz ATGCPZ.156 Tako 
spremenjene nukleinske kisline se ne morejo podvajati ali prepisovati z uporabo naravno 
prisotnih mehanizmov. Takšni ortogonalni XNA organizmi ne bi bili sposobni preživeti 
izven nadzorovanih pogojev, hkrati pa zaradi nezdružljivosti XNA ne bi prišlo do 
horizontalnega prenosa genov (HGT).153,156 
 
Slika 14: Preprečitev prenosa genetskih informacij s spreminjanjem genskega koda. A) V 
primeru prenosa genskih informacij med celicami (HGT), ki uporabljajo standardni genetski kod 
in tistimi, ki uporabljajo alternativni genski kod (npr. uporaba kvardupletnih kodonov), bo prišlo 
do prepisa genov, ki zaradi razlik v genetskem kodu ne bodo funkcionalni. B) Organizem z 
načrtovano XNA ne bo sposoben prepisati genetskih informacij iz normalne DNA, vendar bo ob 
vnosu mRNA, v primeru uporabe standardnih kodonov in aminokislin, prepisal funkcionalen 
protein. Ob prenosu XNA v druge organizme ne bo prišlo do izražanja genov zapisanih na 
XNA.156   
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2 NAMEN IN HIPOTEZE 
2.1 Namen dela 
Namen doktorskega dela je bil zasnovati in pripraviti novo terapevtsko napravo za 
izboljšanje celjenja ran. Pripravljena terapevtska naprava bo izločala zdravilne 
učinkovine in omogočala nadzor nad količino in vrsto sproščenih zdravilnih učinkovin. 
V prvem koraku smo pripravili stabilne celične linije, ki izločajo različne terapevtske 
molekule. Za pripravo celične naprave smo tako pripravljene terapevtske celice 
enkapsulirali v votlo vlakno. Celična naprava sestoji iz mešanice različnih stabilnih linij, 
kar nam omogoča enostaven nadzor nad količino in kombinacijo rastnih dejavnikov ali 
drugih aktivnih molekul, ki jih sprošča celična naprava. Uporaba inducibilnih sistemov 
omogoča še dodaten nadzor nad profilom izločenih terapevtikov in s tem boljše 
posnemaje naravnega procesa celjenja.  
Vnos celic v telo vedno predstavlja določeno tveganje, ki ga lahko omejimo z 
enkapsulacijo celic v polprepustne membrane. Za dodatno izboljšanje varnosti celične 
naprave bi lahko uvedli terminacijske kodone v esencialne gene in tako pripravili 
sintetične avksotrofe. Do premostitve terminacijskega kodona in normalnega izražanja 
esencialnega gena bi tako prišlo le v primeru dodatka določene sintetične molekule. Za 
zagotovitev normalne funkcije takšnega gena moramo prezgodnji terminacijski kodon 
vnesti na permisivno mesto. Iskanje permisivnih mest v esencialnih genih je lahko 
težavno, zato smo v okviru doktorske naloge z uporabo poročevalskega sistema testirali 
možnost uvedbe kodona stop takoj za mestom ATG, ki bi nam olajšalo pripravo 
avksotrofnih celic za uporabo v celični napravi. 
2.2 Hipoteze 
Predpostavljamo, da bo imela kombinacija rastnih dejavnikov večji vpliv na zapiranje 
raze v pogojih in vitro kot posamezni rastni dejavniki.  
Predpostavljamo, da bo imela celična naprava, ki bo izločala bioaktivne molekule, 
pozitiven vpliv na hitrost celjenja rane v pogojih in vivo, ki bo boljši ali primerljiv z 
vplivom matičnih celic.  
Predpostavljamo, da bomo lahko z uporabo inducibilnih sistemov časovno nadzorovali 
profil izločanja rastnih dejavnikov iz celične naprave. 
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3 MATERIALI IN METODE 
3.1 Materiali  
3.1.1 Plazmidni vektorji  
3.1.1.1 pcDNA3  
Komercialni plazmidni vektor pcDNA3 omogoča prehodno ali stabilno izražanje 
proteinov v sesalskih celicah. Vektor vsebuje promotor citomegalovirusa (CMV), ki 
omogoča visoko izražanje proteinov v različnih sesalskih sistemih. Na 3' koncu 
promotorja se nahaja mesto za vstavljanje genov z restrikcijskimi encimi. Vsebuje zapisa 
za odpornost na ampicilin in neomicin ter mesto ori za pomnoževanje plazmida v E.coli. 
3.1.1.2 pGL4.22 
Komercialni plazmidni vektor pGL4.22 (Promega) je namenjen izražanju proteinov v 
sesalskih celicah. Vsebuje mesto za vstavljanje genov, ki se nahaja pred poročevalskim 
genom, ki kodira kresničkino luciferazo. Vsebuje zapis za rezistenco na antibiotik 
puromicin in ampicilin pod nadzorom sesalskega promotorja SV40 ter mesto ori za 
začetek pomnoževanja plazmida v E. coli.  
3.1.1.3 pmCherry-C1 
Plazmid pmCherry-C1 je namenjen izražanju fluorescentnega proteina mCherry (derivat 
tetramernega rdečega fluorescentnega proteina (DsRed) iz Discosoma sp.) v sesalskih 
celicah. Vsebuje zapis za fluorescenčni protein pod promotorjem CMV, mesto za 
vstavljanje genov z restrikcijskimi encimi pa se nahaja neposredno za zapisom za 
mCherry, kar omogoča pripravo fuzijskih proteinov. Na vektorju se nahaja mesto SV40 
za pomnoževanje plazmida v sesalskih celicah (ki izražajo veliki SV40 antigen), pUC 
mesto za pomnoževanje v E.coli in zapis za odpornost na kanamicin in neomicin.  
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3.1.2 Geni  
Z uporabo verižne reakcije s polimerazo (ang. »Polymerase chain reaction« oz. PCR) smo 
iz komercialno dostopnih plazmidov pomnožili gene z zapisi za rastne dejavnike, humani 
antagonist receptorja za interlevkin 1 (IL-1Ra) in humani katelicidin (CAMP) 
(Preglednica 1). Genske elemente sistema ON smo pripravili iz komercialnih plazmidov 
sistema Tet-ON 3G (Clontech), genske elemente sistema OFF smo pripravili iz 
sintetičnega genskega fragmenta (gBlocks; IDT). Poročevalski gen za kresničnkino 
luciferazo smo preklonirali iz komercialno dostopnega plazmida pGL4.16 (Promega). 
Poročevalski gen za zeleni fluorescenčni protein smo preklonirali iz komercialno 
dostopnega plazmida pMXs-GFP (Cell Biolabs). Kot kontrolo transfekcije smo uporabili 
komercialni plazmid mCherry. Pri komercialnemu ponudniku GeneWiz smo naročili 
sintetična gena z zapisom za aminoacil-tRNA-sintetazo (Tirozin-tRNA ligaza E.coli; 
UniProt P0AGJ9) in tRNA ter gen za domeno VPR.  
Preglednica 1: Uporabljeni komercialno dostopni plazmidi z identifikacijskimi 
številkami 
Gen Identifikacijske številka  Plazmid Proizvajalec 
Egf NM_010113.3 pMD18-T 
Simple 
SinoBiological 
Fgf2 NM_008006.2 pMD18-T 
Simple 
SinoBiological 
Hgf NM_010427.4 pMD18-T 
Simple 
SinoBiological 
Igf1 NM_010512.4 pMD18-T 
Simple 
SinoBiological 
Kgf (Fgf7) NM_008008.4 pMD18-T 
Simple 
SinoBiological 
Pdgfb NM_011057.3 pGEM-T SinoBiological 
Tgfb1 NM_011577.1 pMD19-T SinoBiological 




CAMP NM_004345.3 pCMV6-XL4 Origene 
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Preglednica 2: Aminokislinska zaporedja sintetiziranih genskih fragmentov 
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Preglednica 3: Nukleotidna zaporedja sintetiziranih genskih elementov 











rdeče: 5' zaporedje humanega tRNAtyr gena 
črno: tRNA   
   
Bacillus stearothermophilus (GB: M25177.1);  
zeleno: 3' sekvenca terminatorja polimeraze III 
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3.1.3 Protitelesa  
Preglednica 4: Uporabljena protitelesa 
Proizvajalec Protitelo 
abcam Kozja poliklonska protitelesa proti zajčjim IgG označena s hrenovo 
peroksidazo (kat. št. Ab6721); uporabljena rečitev 1:3000 
BioLegend Protitelo proti mišjemu Sca-1 (Ly-6A/E ) označeno z barvilom 
Pacific Blue (kat. št. 108119) 
 
eBioscience Protitelo proti mišjemu CD14 označeno z barvilom peridininskega 
klorofilnega proteinskega kompleksa konjugiranega s cinaninskim 
barvilom (PerCP-Cy5.5; kat. št. 45‐0141‐80)  
Protitelo proti mišjemu CD11b označeno z barvilom Alexa Fluor® 
700 (kat. št. 56-0112) 
Invitrogen Zajčje primarno protitelo proti zelenemu fluorescentnemu proteinu 
(kat. št. A11122); uporabljena redčitev 1:1000 
Miltenyi Protitelo proti mišjemu CD90.2 označeno z barvilom fluorescin 
izotiocianat (FITC; kat. št.130-102-452) 
Protitelo proti mišjemu CD105 označeno z barvilom 
alofikocianinin (APC; kat. št. 130-102-820)  
Protitelo proti mišjemu CD34 označeno z barvilom fluorescin 
izotiocianat (FITC; kat. št. 130-105-890) 
Protitelo proti mišjemu CD105 za ločevanje na magnetnem 
ločevalniku (CD105 MultiSort Kit (PE), mouse; kat. št. 130-092-
924) 
NEB Zajčja poliklonska protitelesa proti α/β tubulinu (kat. št. 2148); 
uporabljena redčitev 1:1000 
Sigma 
 
Zajčje poliklonsko protitelo proti označevalcu FLAG (kat. št. 
F7425); uporabljena redčitev 1:1000 
 
3.1.4 Gojišča, pufri in reagenti za delo s celicami  
Sesalske celične kulture in primarne celice smo gojili v različnih definiranih gojiščih 
(Gibco), ki smo jih dopolnili z govejim fetalnim serumom (FBS, Gibco). Celični liniji 
človeških embrionalnih ledvičnih celic (HEK293) in HEK293T smo gojili v gojišču 
DMEM + 10% FBS, celično linijo mišjih fibroblastov (NIH3T3) v gojišču DMEM/F12 
(1:1) GlutaMAX™ + 5% FBS, celično linijo spontano imortaliziranih človeških kožnih 
keratinocitov (HaCaT) in primarne matične celice (ADSC) v gojišču DMEM s 4,5 g/L 
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glukoze in GlutaMAX™ + 10% FBS. Primarne fibroblaste MSF smo gojili v DMEM 
GlutaMAX™ + 10% FBS. Za diferenciacijo matičnih celic smo uporabili komercialno 
dostopni gojišči za adipocitno diferenciacijo (StemPro® Adipogenesis Differentiation Kit, 
Gibco) in za osteoblastno diferenciacijo (StemPro® Osteogenesis Differentiation Kit, 
Gibco).  
Za spiranje in delo s celicami smo uporabljali raztopino fosfatnega pufra s soljo (PBS). 
Celice smo odlepili od podlage z uporabo tripsin-EDTA (Gibco). Za pripravo plazmidne 
mešanice za transfekcijo smo uporabili 150 mM NaCl. Celice smo transficirali s 
transfekcijskim reagentom PEI. 
Celice smo za merjenje luciferazne aktivnosti in fluorescence lizirali s 5x pasivnim liznim 
pufrom (Promega), ter za merjenje luciferazne aktivnosti uporabili pufer fLuc. Za 
indukcijo ali zaustavitev izražanja s tetraciklinom inducibilnih genov smo celicam 
dodajali doksiciklin (dox) v koncentraciji 0,01 – 10 µg/ml.  
Za spremljanje vpliva spojin na preskakovanje kodonov stop, smo celicam po transfekciji 
dodajali antibiotik G418 (0,1 g/l) ali PTC124 (1 mM). Za preskakovanje kodonov stop z 
uporabo sistema aminoacil-tRNA-sintetaze specifične za nenaravno aminokislino p-
benzoil-L-fenilalanin (Bpa) in ustrezne tRNA (BpaRS/tRNA) smo pripravili gojišče 
DMEM + 10% FBS z 1 mM aminokislino Bpa. 
3.1.5 Organizmi  
Za pomnoževanje in pripravo plazmidnih vektorjev smo uporabili bakterijska seva E. coli 
DH5α in TOP10 (zbirka sevov Kemijskega inštituta).  
Pri delu smo uporabljali celične linije HEK293 (ATCC), HEK293T (vir: J. Weiss, 
University of Iowa, ZDA), NIH3T3 (Cell Lines Services) in HaCaT (vir: Mirjana Liović, 
Medicinska fakulteta, Univerza v Ljubljani) ter primarne celice, ki smo jih izolirali iz 
miši (fibroblasti in matične celice).  
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3.1.6 Regenti in pufri 
Preglednica 5: Uporabljene raztopine in pufri 
Raztopina / pufer Sestava 
10-kratni PBS 100 g NaCl, 2,5 g KCl, 14,4 g Na2HPO4, 2,5 g KH2PO4, 
MQ do 1 l, pH 7,4 
10x elektroforezni pufer za 
SDS-PAGE 
0,250 M Tris; 1,92 M glicin; 1% SDS; pH 8,3 
12% ločitveni poliakrilamidni 
gel 
3,05 ml MQ; 1,25 ml 1,5M Tris-HCl (pH 8,8); 100µl 10-
odstotni SDS; 4,0 ml 30-odstotni akrilamid; 50 µl 10-
odstotni APS; 5 µl TEMED 
4% vstopni poliakrilamidni 
gel 
3,35 ml MQ; 4,5 ml 1,5M Tris-HCl (pH 8,8); 50 µl 10-
odstotni SDS; 0,665 ml 30-odstotni akrilamid; 25 µl 10-
odstotni APS; 5 µl TEMED 
4x nanašalni pufer za SDS-
PAGE z reducentom 
0,138 M SDS; 0,125 M Tris-HCl (pH 6,8); 40% (v/v) 
glicerol; 10% (v/v) β-merkaptoetanol; 0,1% (w/v) 
bromfenol modro 
50x TAE pufer za agarozno 
gelsko elektroforezo 
2 M Tris, 5,71% (v/v) ocetna kislina, 50 mM EDTA, pH 
8,0 
5x ligacijski pufer 66 mM Tris-HCl, 10 mM MgCl2, 1 mM DTT, 1 mM ATP, 
6% PEG 6000, pH 7˙6 
5x reakcijski pufer za 
lepljenje po Gibsonu 
25 % PEG-8000, 0,5 mM Tris-HCl (pH 7,5), 50 mM 
MgCl2, 50 mM DTT, 1 mM dGTP, 1 mM dATP, 1 mM 
dTTP, 1 mM dCTP in 5 mM NAD 
6x nanašalni pufer za 
agarozno gelsko 
elektroforezo 
0,25% bromfenolmodro, 0,25% ksilencianol, 40% glukoza 
PBS za delo s celičnimi 
kulturami 
137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4; pH 7,4 
Pufer za blokiranje membran 1 x PBS; 0,01% Tween; 0,2% iBlock 
Pufer za merjenje luciferazne 
aktivnosti (fLuc pufer) 
16,60 mM HEPES, 3,33 mM MgCl2, 0,08 mM EGTA Na, 
1,67 mM NaF; pH 7,8 
Pufer za mokri prenos 
(Western prenos) 
25 mM Tris; 192 mM glicin; 20% metanol; pH 8,3 
Pufer za spiranje membran 1 x PBS; 0,01% Tween 
Reakcijska mešanice za 
lepljenje po Gibsonu 
320 µl 5-kratnega reakcijskega pufra za lepljenje po 
Gibsonu, 0,64 µl eksonukleaze T5 (1 U/µl), 20 µl 
polimeraze DNA Phusion (2 U/µl), 160 µl ligaze DNA Taq 
(40 U/µl), 700 µl MQ 
Transfekcijski reagent PEI 7,5 M Polietilenimid 
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3.1.7 Kemikalije, kiti in ostali materiali 
Preglednica 6: Uporabljeni materiali 
Proizvajalec Kemikalija 
abcam EGF Mouse ELISA kit, FGF basic Mouse ELISA Kit, HGF 
Mouse ELISA kit, IGF1 Mouse ELISA Kit, VEGF Mouse 
ELISA Kit 
AdooQ Bioscience PTC124 (Ataluren) 
AppliChem Dithiothreitol (DDT) 
Arkema isofluran (Forane®) 
biorad bis-akrilamid 




ebioscience Human/Mouse TGFB1beta 1 ELISA Ready-SET-Go!, 
Human IL-1RA Platinum ELISA 
GE Healthcare Nitrocelulozna membrana Hybond ECL, ECL Prime Western 
Blotting System 
Invitrogen Tripan modro, QUANTI-Blue 
Kapa Biosystems  Polimeraza Kapa HiFi 
Leica Mounting medij  
Lonza MycoAlert TM 
Merck  2-propanol, ocetna kislina, klorovodikova kislina, etanol 
Miltenyi Biotech CD105 Multisort Kit, blokirni reagent Fcr 
New England Biolabs Endonukleaza T5, DNA ligaza Taq, restrikcijske 
endonukelaze, polimeraza Phusion, DpnI  
Nippon Genetic FastGeneGel/PCR Extraction Kit  
PerkinElmer D-luciferin 
Promega 5x pasivni lizni pufer, kit RQ1 RNase-Free DNase,  
PromoKine Calcein AM 
R&D Systems Mouse/Rat PDGFBB-BB Quantikine ELISA Kit 
Roche LDH kit, reagent XTT, kolagenaza, SYBR green, mešanica 
inhibitorjev proteaz, G418 
ROTH Roti®Histofix 
 Se nadaljuje … 
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… nadaljevanje  
Sigma Aldrich 
 
2-propanol, Alizarin Red S, amonijev hidroksid, ampicilin, 
ATP, bakrov(II) sulfat, bikinkonska kislina, Bouinova  
raztopina, dimetil sulfoksid (DMSO), doksiciklin, EDTA, 
eozin, etidijev bromid, glicerol, glicin, glukoza, gojišče LB, 
hematoksilin, kalijev dihidrogen fosfat, kalijev klorid, ksilen, 
magnezijev klorid, metanol, natrijev fosfat, natrijev klorid, 
ocetna kislina, Oil Red O, PEG 6000, PEG 8000, PEI, PMS, 
proteazni inhibitorji za sesalske celice, Scottova raztopina, 
TEMED, Trichrome kit za barvanje, Trichrome Stain 
(Masson) Kit, Tris, Tris-HCl, Tween 20, železov(III) klorid, 
β-merkaptoetanol 





DNA ligaza T4, standard DNA Gene Ruler DNA Ladder, 
SuperSignal West Pico, SuperSignal West femto, GeneJet 
Plasmid Miniprep Kit, PureLink RNA Mini Kit, high-
capacity cDNA Reverse Transcription Kit, iBlock 
Vetmedica Meloksikam (Metacam®) 
Vetoquinol Polska Ketamin (Bioketan®) 
WVR Natrijev dodecil sulfat (SDS) 
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3.2 Metode  
3.2.1 Sterilizacija materialov in gojišč 
Termostabilni material in gojišča smo pred začetkom dela sterilizirali z vlažno toploto 
(avtoklavirali) pri standardnih pogojih 20 min, 121°C in 1,2 bar. Termolabilne snovi smo 
sterilizirali s filtracijo preko filtra s premerom por 0,2 µm. 
3.2.2 Molekularne metode 
3.2.2.1 Molekularno kloniranje 
Genske konstrukte smo pripravili s klasičnimi tehnikami kloniranja ali z metodo lepljenja 
po Gibsonu. Različne poročevalske konstrukte s poročevalskim proteinom GFP smo 
pripravili z uporabo insercijske mutageneze (QuickChange). 
Pri klasični metodi molekularnega kloniranja smo segmente DNA pomnožili z uporabo 
verižne reakcije s polimerazo, pri čemer smo z začetnimi oligonukleotidi pred in za gen 
vnesli prepoznavna mesta za ustrezne restrikcijske encime. Pomnožke smo ločili z 
uporabo agarozne gelske elektroforeze in jih očistili z uporabo komercialno dostopnega 
kompleta za čiščenje produktov PCR (FastGene Gel/PCR Extraction Kit). V naslednjem 
koraku smo pomnožke rezali z določenimi restrikcijskimi encimi pri ustrezni temperaturi. 
Rezane fragmente smo zlepili z uporabo ligaze T4. Ligacija je potekala v ustreznem 
ligacijskem pufru na sobni temperaturi, 20 min. Ligacijsko mešanico smo transformirali 
v kompetentne celice E. coli DH5α ali TOP10. 
Metoda lepljenja po Gibsonu temelji na združevanju fragmentov s homolognimi konci, 
pri čemer je za uspešno združevanje potrebno 20-30 baznih parov (bp) homologije med 
posameznimi fragmenti. Uporabljeni začetni oligonukleotidi so vsebovali 20-30 bp dolge 
konce, ki so bili komplementarni fragmentu DNA, s katerim smo jih želeli združiti, in 
približno 20 bp dolg del, ki se je prilegal na matrično DNA. Z reakcijo PCR in uporabo 
ustreznih začetnih oligonukleotidov smo pomnožili fragmente DNA in plazmidne 
vektorje ter jih po koncu reakcije ločili z uporabo agarozne gelske elektroforeze. 
Pomnožke smo očistili z uporabo komercialno dostopnega kompleta za čiščenje 
produktov PCR (FastGene Gel/PCR Extraction Kit). Dobljenim fragmentom (5-7 µl; ~ 
50 ng posameznega fragmenta; masno razmerje fragmentov 1:1) smo dodali v 15 µl 
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reakcijske mešanice in mešanico inkubirali pri 50 °C, 1 uro. Po inkubaciji smo mešanico 
transformirali v kompetentne celice E. coli DH5α ali TOP10. 
Insercijska mutageneza »QuikChange« temelji na uporabi začetnih oligonukleotidov, ki 
vsebujejo željeno spremembo v nukleotidnem zaporedju. Pri reakciji PCR z uporabo 
takšnih začetnih oligonukleotidov dobimo konstrukte z vnesenimi spremembami. 
Uporabljeni začetni oligonukleotidi so na 5' in 3' koncih vsebovali 10-15 bp dolge 
komplementarne konce, med njimi pa se je nahajalo zaporedje, ki smo ga želeli vnesti v 
matrično nukleotidno zaporedje. Z reakcijo PCR in ustreznimi začetnimi oligonukleotidi 
smo pomnožili plazmidne vektorje. Po zaključku reakcije PCR smo ostanke matrične 
DNA razgradili z dodatkom endonukleaze DpnI ter mešanico inkubirali pri 37 °C 3 ure. 
Mešanico smo po poteku inkubacije transformirali v kompetentne celice E. coli DH5α ali 
TOP10.  
3.2.2.2 Transformacija kompetentnih celic 
Celice smo transformirali z uporabo metode toplotnega šoka, kjer hitra sprememba 
temperature povzroči nastanek por v celični membrani in omogoči vstop plazmidni DNA 
v celico. Kompetentnim celicam E. coli DH5α ali TOP10 smo dodali ligacijsko mešanico 
(klasično kloniranje) ali mešanico zlepljenih fragmentov DNA (lepljenje po Gibsonu) ter 
jih inkubirali 30 min na ledu. Po končani inkubaciji smo izvedli toplotni šok, pri katerem 
smo celice za 2 min inkubirali pri 42 °C in jih nato vrnili na led. Nato smo dodali 1 ml 
tekočega gojišča LB in jih inkubirali 1 uro pri 37 °C. Po izteku inkubacije smo celice 
centrifugirali (7000 vrt./min, 3 min), jih resuspendirali v manjšem volumnu (~100 µl) in 
jih razmazali na plošče s trdim gojiščem LB z dodanim ustreznim antibiotikom. Plošče 
smo inkubirali preko noči pri 37 °C.  
3.2.2.3 Izolacija plazmidne DNA 
Posamezne kolonije, ki so zrasle na ploščah s transformiranimi celicami, smo sterilno 
prenesli v tekoče gojišče LB z ustreznim antibiotikom in jih inkubirali preko noči (160 
vrt./min, 37 °C). Z uporabo kompleta za izolacijo DNA (GeneJet Plasmid Miniprep Kit) 
smo izolirali plazmidno DNA iz posameznih klonov in pravilnost zaporedja potrdili z 
določanjem nukleotidnega zaporedje z metodo po Sangerju pri zunanjem ponudniku 
(GATC Biotech).  
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3.2.3 Delo s celičnimi linijami in primarnimi mišjimi celicami 
Različne celične linije in primarne celice smo gojili v ustreznih gojiščih v inkubatorju za 
gojenje celičnih kultur pri 37 °C, 5% CO2. Za štetje smo celice v razmerju 1:1 zmešali z 
barvilom Tripan modro ter jih kvantificirali z uporabo avtomatskega sistema za štetje 
celic (CountessTM).  
Za zamrzovanje smo celice resuspendirali v FBS z dodanim 10% DMSO. Primarne celice 
ter celične linije smo hranili v parah tekočega dušika.  
Celične linije smo testirali na prisotnost okužbe z mikoplazmo s komercialno dostopnim 
kitom MycoAlert TM (Lonza) po navodilih proizvajalca in potrdili, da celice niso 
okužene z mikoplazmo.  
3.2.3.1 Gojenje celičnih linij  
Celice smo gojili v T75 gojitvenih posodicah ali 10 cm petrijevkah, primernih za rast 
adherentnih celic. Gojišče smo menjavali na 2-3 dni.  
Ko so celice dosegle visoko gostoto, smo jih redčili. Odstranili smo izrabljeno gojišče in 
jih sprali z 10 ml pufra PBS. Za odlepljanje od podlage smo dodali 2 ml tripsina z EDTA. 
Encim smo nevtralizirali z dodatkom 10 ml gojišča, celice centrifugirali 5 minut na 1200 
vrt./min ter jih resuspendirali v 10 ml primernega gojišča ter jih nacepili v gojitveno 
posodico.  
Za uporabo v poskusih smo nacepili primerno število celic za določen format plošče 
(Preglednica 7) in plošče s celicami gojili preko noči v inkubatorju pri 37 °C, 5% CO2.  
Preglednica 7: Volumen in število nacepljenih celic v različnih formatih plošč 
Tip plošče Volumen gojišča v 
vdolbinici (ml) 
Število celic v vdolbinici 
96 vdolbinic 0,2 2*104 
24 vdolbinic 0,5 1*105 
Insert IBIDI 0,07 1,5*104 
6 vdolbinic 2 4*105 
10 cm 10 4*106 
Mikroskopska ploščica (8 
vdolbinic) 
0,25 1*105 
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3.2.3.2 Prehodna transfekcija 
Celice smo transficirali s transfekcijskim reagentom PEI. Plazmidni mešanici in reagentu 
PEI smo dodali NaCl do želenega volumna, ju zmešali ter inkubirali 15 – 30 min na sobni 
temperaturi. Po končani inkubaciji smo celicam dodali transfekcijsko mešanico. Volumni 
in količine uporabljene DNA so prikazani v preglednici 8:  

















0,5 25 6 25 50 
6 vdolbinic 1,7 100 20,4 100 200 
10 cm 5 250 60 250 500 
 
3.2.3.3 Priprava stabilnih linij  
Celično linijo NIH3T3, nasajeno v 10 cm gojitveno posodico, smo z uporabo PEI 
transficirali s plazmidi, ki nosijo zapise za različne terapevtske proteine (EGF, FGF-2, 
HGF, IGF-I, KGF, PDGF-B, TGF-β1, VEGF-A, fLuc OFF, TGF- β1 OFF, LL37 OFF, 
fLuc ON, EGF ON, FGF-2 ON, KGF ON, VEGF-A ON in IL-1Ra ON). Posamezne 
celice smo transficirali le z enim plazmidom. Dan po transfekciji smo celice tripsinizirali 
in jih nasadili v dve 10 cm petrijevki ter celicam dodali antibiotik G418 v koncentraciji 
1,2 g/l. Celice smo v prisotnosti antibiotika gojili tri tedne, da smo vzgojili proti 
antibiotiku odporno stabilno linijo.  
3.2.3.4 Stimulacija celic  
Za ovrednotenje vpliva malih spojin ali nenaravne aminokisline na izražanje 
poročevalskih proteinov smo transfciranim celicam ob transfekciji dodali ustrezno 
spojino. V primeru sistema z nenaravno aminokislino smo tik pred transfekcijo celicam 
zamenjali gojišče in jim dodali DMEM + 10% FBS skupaj z raztopljeno 1 mM Bpa. Takoj 
po transfekciji smo celicam dodali ustrezen volumen antibiotika G418 ali spojine PTC 
124.  
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3.2.4 Izolacija primarnih celic 
3.2.4.1 Matične celice 
Matične celice smo izolirali z uporabo MACS disociatorja (Miltenyi Biotech). Maščobo 
odraslih miši C57BL/6J smo v gojišču disociirali in jo inkubirali v prisotnosti kolagenaze 
(2,5 mg/ml). Po končani inkubaciji smo celice filtrirali preko 70 µm membrane (Falcon) 
in suspenzijo centrifugirali na 420 g 10 min. Pelet smo resuspendirali v svežem gojišču 
in ponovno centrifugirali pri enakih pogojih. Celice smo resuspendirali v gojišču in jih 
nasadili v T75 gojitvene posodice. Dva dni po nasaditvi smo zamenjali gojišče in nežno 
sprali celice. Ko so celice dosegle 90% konfluenco, smo jih tripsinizirali in sortirali z 
uporabo MACS magnetnega ločevalnika (Miltenyi Biotech) ter CD105 Multisort Kit 
(Miltenyi Biotech) po navodilih proizvajalca. Po končani izolaciji smo matične celice 
karakterizirali z uporabo pretočne citometrije in z indukcijo diferenciacije v adipocite ali 
osteoblaste.  
3.2.4.2 Mišji primarni fibroblasti 
Primarne mišje fibroblaste smo izolirali iz kože 8 tednov starih miši C57BL/6J. Kožo 
mladih miši smo čez noč inkubirali v tripsinu pri 4 °C. Naslednji dan smo ločili dermis 
in ga razrezali na ~1 mm velike kose ter ga dodatno obdelali s kolagenazo (2,5 mg/ml). 
Po seriji centrifugiranja smo celični pelet filtrirali preko 70 µm membrane (falcon). Celice 
smo resuspendirali v gojišču DMEM + 10% FBS. Po eni uri inkubacije smo celice 
temeljito sprali ter gojili čez noč pri 37 °C, 5% CO2. Naslednji dan smo celice 
tripsinizirali, kar je povzročilo odlepljanje fibroblastov. Tako izolirane fibroblaste smo 
namnožili in jih uporabili v poskusih ali pa jih shranili v parah tekočega dušika.  
3.2.5 Karakterizacija izoliranih celic 
Mednarodno društvo za celično terapijo (ISCT) je postavilo minimalne kriterije za 
karakterizacijo mezenhimskih matičnih celic, ki morajo biti adherentne, izražati 
specifične površinske antigene ter ohraniti sposobnost diferenciacije v različne celične 
tipe. Po zgledu priporočil smo celice okarakterizirali z uporabo pretočne citometrije in 
diferenciacije.157,158 
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3.2.5.1 Diferenciacija  
Za adipocitno in osteoblastno diferenciacijo smo matične celice nasadili v gojitveno 
ploščo z 12 vdolbinicami v gostoti 104 celic/cm2. Po dveh dneh gojenja smo zamenjali 
gojišče in polovici celic dodali gojišče za adipogeno oz. osteogeno diferenciacijo, drugo 
polovico smo gojili v normalnem gojišču. Gojišče smo zamenjali vsake 2-3 dni. V 
primeru adipogene diferenciacije smo celice okarakterizirali po 7 dneh diferenciacije, v 
primeru osteogene diferenciacije smo celice okarakterizirali po 24 dneh diferenciacije.  
3.2.5.2 Karakterizacija adipocitov 
Uspešnost adipocitne diferenciacije smo potrdili z barvanjem z Oil Red O, ki obarva 
nevtralne trigliceride in lipide. Diferenciranim celicam in kontrolam smo odstranili 
gojišče in jih dvakrat sprali s pufrom PBS (1 ml). Celicam smo dodali Roti Histofix in jih 
inkubirali 30 min na sobni temperaturi. Po končani inkubaciji smo jih ponovno dvakrat 
sprali z 1 ml pufra PBS, dodali 1 ml 60% 2-propanola in celice inkubirali 5 min. Nato 
smo celicam dodali 1 ml barvila Oil Red O (60% delovna koncentracija) in inkubirali 20 
– 30 min. Celice smo po barvanju 5x sprali z destilirano vodo in jih slikali z uporabo 
invertnega svetlobnega mikroskopa (Leica).  
3.2.5.3 Karakterizacija osteoblastov 
Po 24 dneh diferenciacije smo uspešnost osteoblastne diferenciacije potrdili z merjenjem 
prisotnosti alkalne fosfataze in z barvanjem z barvilom Alizarin Red S (ARS), ki obarva 
depozite kalcija, značilne za osteoblaste.  
Prisotnost alkalne fosfataze smo v vzorcih gojišča določili z uporabo QUANTI-BlueTM 
reagenta. V mikrotitrski plošči smo zmešali 180 µl QUANTI-BlueTM reagenta, 
pripravljenega po navodilih proizvajalca, in 20 µl gojišča ter inkubirali pri 37 °C 1 h. Po 
končani inkubaciji smo izmerili absorbanco pri 630 nm z uporabo čitalca mikrotitrskih 
plošč (BioTek Synergy Mx).   
Za barvanje z ARS smo celicam odstranili gojišče, jih 3x sprali s pufrom PBS, dodali 
Roti Histofix in jih inkubirali 30 min pri sobni temperaturi. Nato smo celice 3x sprali z 
destilirano vodo in dodali 1 ml 40 mM ARS ter inkubirali na stresalniku 30 min. Po 
končanem barvanju smo celice 5x sprali z destilirano vodo in jih slikali z uporabo 
invertnega svetlobnega mikroskopa (Leica). Za dodatno kvantifikacijo smo po slikanju 
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ekstrahirali barvilo iz celic. Dodali smo 400 µl 10% ocetne kisline in na stresalniku 
inkubirali 30 min. Nato smo celice prenesli v mikrocentrifugirke, jih 10 min inkubirali 
pri 85 °C ter jih nato za 5 min postavili na led. Po inkubaciji smo vzorce centrifugirali 15 
min na 20000 g, supernatant prenesli v novo mikrocentrifugirko ter ga nevtralizirali z 
amonijevim hidroksidom. Alikvotom smo z uporabo merilca mikrotitrskih plošč izmerili 
absorbanco pri 405 nm.   
3.2.6 Pretočna citometrija 
Matične celice smo pred analizo s pretočnim citometrom barvali z ustreznimi protitelesi. 
V 90 µl pufra PBS smo pripravili ~107 celic, jim dodali 10 µl blokirnega reagenta FcR 
ter jih inkubirali pri 4 °C 10 min. Po končani inkubaciji smo po navodilih proizvajalca 
dodali primeren volumen  specifičnih protiteles ter jih inkubirali pri 4 °C, 10 min v temi. 
Nato smo celice sprali, jih centrifugirali 10 min na 300 g ter jih resuspendirali v 1 ml 
svežega pufra PBS.  
Celice, ki so izražale poročevalski protein, smo pred analizo sprali s pufrom PBS ter jih 
nežno resuspendirali.  
Celice smo analizirali s pretočnim citometrom CyFlow space (Partec) in podatke obdelali 
s programsko opremo FlowJo (Tree Star).  
3.2.7 Pridobivanje rastnih dejavnikov  
Posamezno stabilno transficirano linijo celic NIH3T3 smo nacepili na 10 cm plošče. Po 
24 urah smo celicam zamenjali gojišče ter jim dodali gojišče brez dodatka FBS 
(DMEM/F12). Po treh dneh smo pobrali izrabljeno gojišče, ga alikvotirali, izmerili 
koncentracijo rastnih dejavnikov s testi ELISA in ga do uporabe hranili na -80 °C.  
3.2.8 Delo z RNA 
3.2.8.1 Izolacija in čiščenje mRNA 
Za izolacijo mRNA smo celice gojili v ploščah s 6 vdolbinicami. Celice smo po 24 h 
sprali s pufrom PBS in jim dodali trizolni reagent. mRNA smo izolirali z uporabo 
komercialnega paketa PureLink RNA Mini Kit po navodilih proizvajalca.  
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Za nadaljnjo uporabo izolirane RNA je potrebno najprej razgraditi DNA, ki bi lahko bila 
prisotna v vzorcu. Po 1 µg izolirane RNA smo tretirali s komercialnim paketom RQ1 
RNase-Free DNase po navodilih proizvajalca.   
3.2.8.2 Reverzna transkripcija in qPCR 
Za reverzno transkripcijo smo uporabili High capacity cDNA Reverse Transcription Kit. 
Dobljeno cDNA smo redčili (1:10), dodali ustrezne začetne oligonukleotide za mišji gen 
Gapdh, LL-37 ali Kgf ter dodali reagent SYBR green. Kvantitativno reakcijo PCR (qPCR) 
smo izvedli na napravi Light Cycler 480 (Roche). Z uporabo primerjalne metode Ct (2 
ΔΔCt) smo izračunali faktor povečanja ekspresije genov.  
3.2.8.3 Sekveniranje mRNA 
Primarne mišje fibroblaste smo nacepili v ploščo s 6 vdolbinicami. Ko so celice dosegle 
konfluenco, smo jih stimulirali z izrabljenim gojiščem (kontrolnim, mešanico rastnih 
dejavnikov ali gojiščem matičnih celic). Po 24 h smo izolirali mRNA ter vzorce poslali 
na sekveniranje (Arraystar inc.). Vzorce so sekvenirali z uporabo sekvenatorja Ilumina 
HiSeq 4000, ovrednotili izražanje genov v posameznem vzorcu ter identificirali gene, 
katerih izražanje je povišano ali znižano.  
Stopnja izražanja (vrednost FPKM) znanih genov in transkriptov so izračunali glede na 
število identificiranih genov in transkriptov na podlagi povprečja FPKM znotraj skupine 
≥ 0.5. Različno izražanje genov so določili z uporabo programa R pri parametrih: 
sprememba izražanja (ang. »fold change«) nad 1,5; p-vrednost ≤ 0.05 in FPKM ≥ 0.5 
(povprečje znotraj skupine).  
Dobljene podatke o izražanju genov v celicah MSF, ki smo jim dodali gojišče matičnih 
celic ali gojišče mešanice celic normalizirano na izražanje genov celic MSF z dodanim 
kontrolnim gojiščem (gojišče celic NIH3T3), smo analizirali z uporabo spletnega serverja 
g:Profiler, ki omogoča analizo funkcionalne obogatitve genskih podatkov.159 V 
uporabniški vmesnik smo vnesli gene, ki so bili povišani ali znižani pri vzorcih ADSC ali 
mešanici celic. Za analizo smo izbrali mejno vrednost (ang. »User threshold«) 0,05 ter 
kot vir podatkov izbrali Gensko ontologijo: Biološki procesi (GO:BP)160,161 in bazo 
Reactome.162 
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Za nadaljnjo obdelavo podatkov, dobljenih s programom g:Profiler, smo uporabili 
program Cytoscape, ki omogoča pripravo integriranih molekularnih omrežij,163 ter 
dodatek Enrichment Map, ki omogoča vizualizacijo in interpretacijo podatkov 
obogatitvene analize.164 Podatke smo analizirali po zgledu literature,165 pri parametrih: p-
vrednost: 1,0; FDR Q-vrednost: 0,01; Jaccard: 0,25; test: Jaccard indeks.  
3.2.9 Analiza sekretoma 
Netransficirane celice NIH3T3, mešanico stabilnih celičnih linij (EGF, FGF-2, HGF, 
IGF-I, KGF, PDGF-B, TGF-β1 in VEGF-A) v enakem razmerju in ADSC smo nacepili 
v plošče s 6 vdolbinicami (1*106 celic/vdol. v 2 ml gojišča). Po 24 h smo normalno 
gojišče zamenjali z gojiščem brez dodanega seruma. Naslednji dan smo gojišče 
centrifugirali in vzorce poslali na analizo sekretoma (VIB-UGent Center for Medical 
Biotechnology). Za primerjavo med vzorci so proteine kvantificirali z uporabo t-testa 
(FDR=0,05) in izračunali faktor povečanja (log2) in statistično signifikantnost (-log P 
vrednost). 
Dobljene podatke za izris Venovih diagramov smo med seboj primerjali z uporabo 
aplikacije BioVenn.166 
Dobljenim rezultatom smo določili gensko ontologijo z uporabo klasifikacijskega sistema 
PANTER (http://www.pantherdb.org).160,161,167,168  
Z uporabo internetne podatkovne baze za anotacijo, vizualizacijo in integrirano 
odkrivanje (ang. »Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery«; 
DAVID), smo identificirali obogatene skupine proteinov.169,170  
Enako kot pri analizi rezultatov sekveniranja RNA smo signifikantno povišane in znižane 
proteine (primerjava matičnih celic z mešanico celic) analizirali z uporabo vmesnika 
g:Profiler159 ter dobljene podatke uporabili za izris omrežja s programom cytoscape163 in 
vmesnikom Enrichment map. 164 Podatke smo analizirali po zgledu literature,165 pri 
parametrih: p-vrednost: 1,0; FDR Q-vrednost: 0,01; Jaccard: 0,25; test: Jaccard indeks. 
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3.2.10 Encimsko-imunski testi 
Za potrditev izražanja in izločanja želenih proteinov stabilno transficiranih celic smo 
uporabili komercialno dostopne teste ELISA, ki smo jih izvedli po navodilih 
proizvajalcev. Kot kontrolo smo uporabili gojišče, v katerem so rasle netransficirane 
celice NIH3T3. Za kvantifikacijo plošč smo uporabili čitalec mikrotitrskih plošč (BioTek 
Synergy Mx), s katerim smo izmerili absorbanco vzorcev pri 450 nm in ozadje pri 630 
nm. 
3.2.11 Prenos western in imunodetekcija proteinov 
Celice smo nacepili v plošče s 6 vdolbinicami ter jih transficirali z različnimi 
ekspresijskimi kasetami za poročevalske proteine ali tRNA-sintetaze. Dva dni po 
transfekciji in stimulaciji smo celice HEK293 lizirali z uporabo liznega pufra z dodanim 
inhibitorjem proteaz, lizate centrifugirali ter supernatant prenesli v sveže 
mikrocentrifugirke. S testom BCA (ang. »Bicinchoninic acid assay«) smo določili 
vsebnost proteinov v posameznem vzorcu. Za nanos na gel smo pripravili 25 µl celičnega 
supernatanta, (20 µg celokupnih proteinov) ter mu dodali ¼ volumna 4x nanašalnega SDS 
pufra z reducentom, vzorce inkubirali 5 min pri 95 °C. Po končani denaturaciji smo 
vzorce nanesli na 12% akrilamidni gel. Elektroforezo smo izvedli v vertikalnem sistemu 
Mini-Protean II (BioRad) pri konstantni napetosti 200 V, 50 min. Proteine smo z uporabo 
prenosa western prenesli na nitrocelulozno membrano. Prenos je potekal 1 h pri 
konstantnem toku 350 mA. Po končanem prenosu smo membrano blokirali 1 uro z 
uporabo pufra za blokiranje membrane ter jo po končani inkubaciji večkrat sprali v pufru 
za spiranje membran. Sprani membrani smo dodali ustrezno redčena primarna protitelesa 
(proti označevalcu his, proti GFP, proti α/β tubulinu; Preglednica 4) ter jih inkubirali 1 
uro na sobni temperaturi. Po končani inkubaciji smo sprali membrano, ji dodali 
sekundarna protitelesa (kozja protitelesa proti zajčjim IgG označena s hrenovo 
peroksidazo; Preglednica 4) in inkubirali 1 uro pri sobni temperaturi. Imunodetekcijo smo 
izvedli z uporabo reagenta ECL, SuperSignal West Pico ali Femto. Membrane smo slikali 
z napravo G:BOX s programsko opremo GeneSnap (Syngene).  
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3.2.12 Model zapiranja raze 
Za določitev vpliva različnih rastnih dejavnikov, njihove kombinacije in matičnih celic 
na migracijo primarnih fibroblastov in keratinocitov HaCaT in vitro, smo uporabili test 
zapiranja raze. Test zapiranja raze je enostavna metoda, ki se uporablja za študije 
migracije različnih celic. Za zmanjšanje napak smo uporabili celični insert (IBIDI), ki 
omogoča, da celice nasadimo v vdolbinice, med katerima je razdalja 500 µm ter s tem 
zagotovimo enak razmik med celicami v okviru celotnega poskusa. Celične inserte smo 
namestili v ploščo s 24 vdolbinicami. V komoro vsakega inserta smo nacepili 70 µl celic 
HaCaT (4,5*104 celic/vdolbinico) oziroma celic MSF (1,5*104 celic/vdolbinico). Po 24 
urah smo s pinceto odstranili celični insert in celicam dodali gojišče z rastnimi dejavniki 
(200 µl svežega gojišča + 300 µl tretiranega gojišča). Po 23 h smo celicam dodali calcein 
AM (2 µM), jih inkubirali 1 h ter jih slikali z uporabo invertnega mikroskopa Leica. 
Mikroskopske slike smo kvantificirali z uporabo programa ImageJ 1,52a ter dodatka MRI 
Wound Healing Tool.    
 
Slika 15: Shematski prikaz uporabe inserta IBIDI.171 
 
3.2.13 Test metabolne aktivnosti  
Metabolno aktivnost (XTT) celic smo določili z uporabo reagenta XTT (Roche). Celice 
smo nacepili v plošče s 96 vdolbinicami. Po 24 urah smo jim dodali gojišče z rastnimi 
dejavniki (50 µl svežega gojišča + 80 µl tretiranega gojišča). Naslednji dan smo izvedli 
test XTT. Celicam smo odstranili gojišče in dodali 100 µl svežega gojišča. Za eno ploščo 
smo pripravili reagent, ki je vseboval 5 ml (0,9 mg/ml) XTT in 12,5 µl (10 mM) PMS. 
Na celice smo nanesli 50 µl reagenta in plošče inkubirali 4-6 ur v celičnem inkubatorju 
pri 37 °C, 5% CO2. Plošče smo kvantificirali z uporabo čitalca mikrotiterskih plošč 
(BioTek Synery Mx) pri vrednostih absorbance 490 nm.  
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3.2.14 Merjenje fluorescence z uporabo čitalca mikrotitrskih plošč 
Tri dni po transfekciji smo celice lizirali z uporabo 5x liznega pufra in fluorescenco 
določili z uporabo avtomatiziranega čitalca mikrotiterskih plošč Synergy Mx (BioTek). 
Vzorce smo ekscitirali z valovno dolžino 485 nm (GFP) in 580 nm (mCherry). Emisijo 
proteina GFP smo detektirali med 510 in 530 nm, protein mCherry smo detektirali med 
600 in 620 nm. Za prikaz rezultatov smo povprečili vrednost fluorescence pri emisijskem 
maksimumu (GFP 511-513 nm; mCherry 611 – 613 nm) ter z normalizacijo fluorescence 
proteina GFP na vrednost konstitutivno izraženega proteina mCherry znotraj istega 
vzorca dobili relativne fluorescenčne enote (RFE). 
3.2.15 Fluorescenčna konfokalna mikroskopija 
Po transfekciji smo izražanje poročevalskih proteinov detektirali z uporabo 
fluorescenčnega konfokalnega mikroskopa Leica TSC SP5. Za ekscitacijo GFP smo 
uporabili 488-nm argonski laser, za eksitacijo mCherry 543-nm HeNe laser. Fluorescenco 
smo detektirali pri valovnih dolžinah 510-540 nm za GFP in 600-630 nm za mCherry. 
Parametre smo nastavili in slike pridobili z uporabo programa Leica LAS AF.  
3.2.16 Priprava celične naprave 
Votla vlakna (KrosFlo® Implant membrane) smo po navodilih proizvajalca napolnili z 
mešanico ali posamezno linijo stabilno transficiranih celic NIH3T3. Pripravili smo 
celično suspenzijo s koncentracijo 1*106 celic/ml ter z njo napolnili votlo vlakno, ga 
toplotno zapečatili in pripravili 1-1,5 cm dolge cevke. Tako pripravljena votla vlakna smo 
gojili v celičnem gojišču v ploščah s 6 ali 12 vdolbinicami.  
Za analizo izločanja rastnih dejavnikov iz celične naprave smo votla vlakna gojili v 
primernem gojišču in ga dnevno vzorčili za analizo. Ob koncu poskusa smo izprali celice 
iz votlega vlakna in jih prešteli z uporabo tripan modrega.  
3.2.17 Testiranje inducibilnosti sistema 
Inducibilnost sistema ON in OFF smo najprej testirali z uporabo poročevalskega gena 
kresničkina luciferaza. Stabilne linije celic NIH3T3 za sistem ON ali sistem OFF smo 
nacepili na mikrotitrske plošče s 96 vdolbinicami ter jim v različnih časovnih točkah (2, 
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4, 6, 8, 24 ur pred lizo celic) ali v različnih koncentracijah (0,01 – 10 µg/ml) dodali 
induktor doksiciklin. Celice smo lizirali in signal kresničkine luciferaze pomerili z 
uporabo luminometra ORION.  
Inducibilnost sistema ON in OFF smo potrdili tudi z uporabo stabilnih linij s posameznim 
inducibilnim sistemom, ki so ob indukciji z doksiciklinom pričele ali prekinile s sintezo 
in izločanjem posameznega rastnega dejavnika. Posamezno linijo smo nacepili v 
mikrotitrsko ploščo s 96 vdolbinicami in jih inducirali z različnimi koncentracijami dox 
(0,01 – 10 µg/ml). Dan po transfekciji smo s testi ELISA določili koncentracijo izločenih 
rastnih dejavnikov v gojišču.  
3.2.17.1 Inducibilnost celic v votlih vlaknih  
S stabilno transficiranimi celicami s sistemom ON ali OFF, z zapisom za inducibilni 
poročevalski gen kresničkino luciferazo (liniji fLucON ali fLucOFF), smo napolnili votla 
vlakna ter jih gojili v primernem gojišču v plošči s 24 vdolbinicami. Kot kontrolo smo 
uporabili netransficirane celice NIH3T3. Celice smo inducirali z dodatkom dox (1 µg/ml). 
Pred stimulacijo in 24 h po stimulaciji smo v vsako vdolbinico dodali D-luciferin (150 
µg/ml) in celice slikali z uporabo sistema IVIS® Lumina Series III (PerkinElmer) in 
podatke ovrednotili z uporabo programske opreme Living Image® 4.5.2 (PrekinElmer).  
3.2.18 In vivo eksperimenti  
Vse živalske poskuse smo izvedli v skladu z evropsko direktivo EU 2010/63 in skladno 
s principi 3R. Poskusi so bili odobreni s strani Uprave RS za varno hrano, veterinarstvo 
in varstvo rastlin (številka dovoljenja U34401-55/2013/6, U34401-54/2013/3).  
Živali so bile nastanjene v kletkah glede na priporočila pravilnika o pogojih za izvajanje 
poskusov na živalih (Uradni list RS, št. 37/13, 89/14). Živali so gojene v pogojih SPF 
reje, zdravstveni monitoring se izvaja glede na priporočila FELASA. Živali so bile 
nastanjene v prozornih kletkah iz umetne mase (ivc techniplast, p500; Techniplast), na 
stelji iz mletih koruznih storžev in lesnih oblancev z dodatkom vlaken Lignocell (JRS). 
Za obogatitev smo dodali bombažne krpice nestlets (Lab Supply). Hrana in voda je 
živalim dostopna ad libitum. Mikroklimatski pogojih v reji: relativna zračna vlaga med 
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45 in 60%, temperatura med 20 in 22 °C ter 12 urni svetlobni cikel (svetloba od 6:30 do 
18:30).  
Za testiranje inducibilnosti sistema smo uporabili odrasle miši Balb/c, ki smo jih prejeli 
iz Harlana v Italiji. Za oceno celjenja ran in vivo smo uporabili miši C57BL/6J stare 8-12 
tednov, vzrejene na Kemijskem inštitutu. Živali smo v skupine razvrščali naključno. Vse 
postopke na živalih smo opravili v dopoldanskem času. Pri postopkih vstavljanja celične 
naprave, izvajalec poskusa ni vedel, katero skupino živali operira.  
3.2.18.1 Inducibilnost sistema  
Po potrditvi delovanja inducibilne celične naprave in vitro smo želeli potrditi 
inducibilnost našega sistema v pogojih in vivo. Za delovanje inducibilnega sistema mora 
biti koncentracija doksiciklina dovolj visoka, da povzroči preklop naprave. Zato smo v 
miši vstavili celično napravo, napolnjeno z inducibilnimi celičnimi linijami fLucON ali 
fLuc OFF ter spremljali izražanje poročevalskih proteinov.  
Za testiranje inducibilnosti sistema ON in OFF v pogojih in vivo smo živali razvrstili v 
dve kontrolni skupini in štiri poskusne skupine: kontrolno skupino, kontrolno skupino z 
dodatkom dox, skupino fLucON, skupino fLucON z dodatkom dox, skupino fLucOFF in 
skupino fLucOFF z dodatkom dox. Posamezno skupino so sestavljale tri živali stare 8-12 
tednov. Živali smo v posamezne skupine razvrstili naključno. Vsaka žival je predstavljala 
posamezno poskusno enoto. Izvajalec poskusa med posegom ni vedel, katere cevke 
vstavlja v živali (slepi poskus). Skupine smo razkrili po dodatku D-luciferina pred prvim 
slikanjem. 
Votla vlakna napolnjena z linijami fLucON, fLucOFF ali kontrolnimi celicami (NIH3T3) 
smo vstavili subkutano na hrbet miši Balb/c (Harlan, Italija). Za anestezijo smo uporabili 
mešanico ksilazina (10 mg/kg telesne teže) in ketamina (100 mg/kg telesne teže), ki smo 
jo vbrizgali intraperitonealno. Miši iz vseh skupin smo slikali ob času 0 in po 24h z 
uporabo sistema IVIS® Lumina Series III (PerkinElmer). Pred slikanjem smo mišim 
intraperitonealno vbrizgali D-luciferin (10 µl/g telesne mase). Mišim v skupinah z 
dodatkom dox smo nemudoma po slikanju subkutano vbrizgali dox (20 µg/g telesne teže). 
Živali, vključene v posamezno skupino, smo nastanili v skupne kletke. Po 24 urah smo 
ponovili anestezijo (mešanica ksilazina (10 mg/kg telesne teže) in ketamina (100 mg/kg 
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telesne teže)), intraperitonealno vbrizgali D-luciferin (10 µl/g telesne mase) in slikali z 
uporabo sistema IVIS® Lumina Series III (PerkinElmer). Dobljene slike smo ovrednotili 
z uporabo programske opreme Living Image® 4.5.2 (PrekinElmer). 
 
3.2.18.2 Celjenje ran 
Celjenje ran je kompleksen proces, ki še ni popolnoma raziskan. Kljub mnogim in vitro 
modelom celjenja, s katerimi so identificirali že številne procese, pa so za celovito in 
ustrezno razumevanje celjena ran še vedno potrebni eksperimenti in vivo.172 Z raziskave 
celjenja ran obstajajo različni mišji modeli, s katerimi želimo posnemati celjenje ran pri 
človeku. Celjenje ran miši in človeka se razlikuje predvsem v tem, da pri miših ob 
nastanku poškodbe pride do izrazitega krčenja rane. Za boljše posnemanje celjenja pri 
človeku smo rano fiksirali s silikonskim obročkom, ki je preprečil krčenje.172 
Za ovrednotenje hitrosti celjenja ran v pogojih in vivo, smo poskuse izvedli na miših 
C57BL/6J. Živali smo v primeru testiranja celične naprave Combo8 razdelili v tri skupine 
(kontrolna skupina, skupina z matičnimi celicami, skupina s celično napravo), v primeru 
testiranja celične naprave iCombo9 pa v dve skupini (kontrolna skupina in skupina s 
celično napravo). Posamezno skupino je sestavljalo pet odraslih živali starih 6-12 tednov, 
različnih spolov, kjer je vsaka žival predstavlja posamezno poskusno enoto. Teža živali 
se je gibala med 18 in 28 g. Živali smo v posamezne skupine razvrstili naključno. 
Izvajalec poskusa med izvajanjem operacije in namestitvijo celične naprave ni vedel, s 
katero skupino živali rokuje.  
Za anestezijo smo uporabili mešanico ksilazina (10 mg/kg telesne teže) in ketamina (100 
mg/kg telesne teže), ki smo jo vbrizgali intraperitonealno. Po potrebi smo anestezijo 
dodatno vzdrževali z inhalacijo 1,4-2% isoflurana, pri pretoku 1,5 l/min. Pooperativno 
smo mišim dali analgetik meloksikam (1-2 mg/kg telesne teže, vsakih 12 ur). Mišim smo 
obrili hrbet in pripravili kirurško polje s čiščenjem s 70% etanolom in povidon-jodom. S 
skalpelom za biopsijo (Kai Medical) smo naredili okroglo rano s premerom 10 mm. Okoli 
rane smo s sukancem 5/0 Silkam (B.Braun) pritrdili 12 mm silikonski obod (Grace Bio-
Labs). Na sredino rane smo namestili votlo vlakno, napolnjeno s celicami (odvisno od 
skupine s celicami NIH3T3, matičnimi celicami ali mešanico stabilnih linij). Rano smo 
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slikali in prekrili z obližem Tegaderm TM Film (3M Medical). Vsako žival smo namestili 
v individualno kletko ter dnevno spremljali potek celjena. V primeru živali z vstavljeno 
inducibilno celično napravo in ustreznih kontrol, smo mišim intraperitonealno vbrizgali 
doksiciklin (20 mg/kg) 48, 72 in 144 ur po začetku poskusa.  
Ob koncu poskusa po sedmih dneh smo miši žrtvovali z uporabo CO2 ter pobrali vzorce 
za nadaljnjo analizo.  
 
3.2.19 Histološka analiza 
Vzorce kože poskusov in vivo smo vklopili v parafinske bloke, jih narezali z uporabo 
mikrotoma ter jih pobarvali, da smo lahko kvantificirali uspešnost celjenja ran.  
Sveže tkivo smo fiksirali z uporabo Roti®Histofix. Po treh dneh fiksacije smo vzorce  
prenesli v 70% etanol. Tkivo smo dehidrirali v alkoholni vrsti, tretirali s ksilenom in 
parafinom, ter ga vklopili v parafinske bloke. Blok smo narezali na 8 µm rezine z uporabo 
mikrotoma Leica Biosystems RM2245. Vzorce smo pobarvali po postopku hematoksilin-
eozin (H&E) in Massonovega trichrome barvanja (ang. »Masson's trichrome«; TRI). 
Barvane rezine smo slikali z uporabo lupe Leica MZ10F.  
3.2.20 Programska oprema 
Za upravljanje kamere na invertnem svetlobnem mikroskopu smo uporabili program 
Leica LAS V4.5.  
Slike smo obdelali in analizirali z uporabo programa ImageJ 1.52a. Za analizo zapiranja 
raze smo uporabili dodatek k programu ImageJ MRI Wound Healing tool 
(http://dev.mri.cnrs.fr/projects/imagej-macros/wiki/Wound_Healing_Tool).  
Za pripravo genskega omrežja smo uporabili program Cytoscape 3.8.0163 
(https://cytoscape.org/) in dodatek Enrichment Map 3.2.1164 
(http://apps.cytoscape.org/apps/enrichmentmap).  
Za slikanje in analizo slik s sistemom IVIS smo uporabili programsko opremo Living 
Image® 4.5.2 (PrekinElmer). 
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3.2.21 Statistična analiza 
Rezultati so podani kot povprečje vrednosti s prikazano standardno napako. Za testiranje 
normalnosti smo uporabili test D'Agostino & Pearson (ang. »D'Agostino & Pearson 
omnibus normality test; α=0,05) ter test normalnosti Shapiro-Wilk (ang. »Shapiro-Wilk 
normality test«; α=0,05). Podatke, pri katerih smo potrdili normalno porazdelitev, smo 
statistično analizirali z uporabo dvosmernega t-testa, s katerim smo dobili vrednost p (*p 
< 0,05, **p < 0,01, ***p <0,001, n.s. – ni signifikantno) ali testom enosmerna ANOVA 
(ang. »one-way ANOVA«) s katerim smo dobili vrednost p (*p < 0,0332, **p < 0,0021, 
***p <0,0002, ****p <0,0001 n.s. – ni signifikantno).  
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4.1 Izražanje rastnih dejavnikov v celičnih linijah  
Celjenje ran uravnavajo rastni dejavniki, ki vplivajo na pospešeno reepitelizacijo, 
spodbujajo migracijo in proliferacijo fibroblastov (EGF, FGF-2, HGF, IGF-I, KGF in 
TGFβ-1)2,40 ter izboljšajo angiogenezo (FGF-2 in VEGF-A).173 Pripravili smo plazmide, 
z zapisi za rastne dejavnike EGF, FGF-2, HGF, IGF-I, KGF, PDGF-B, TGFβ-1 in VEGF-
A, ki imajo pozitiven vpliv na celjenje ran, ter z njimi transficirali celice. Za izražanje 
rastnih dejavnikov (RF) smo uporabili mišjo celično linijo NIH3T3. S selekcijo v 
prisotnosti antibiotika G418 smo pridobili stabilne celične linije, ki izražajo posamezni 
rastni dejavnik. Uspešnost priprave stabilnih linij smo preverili z uporabo testov ELISA 
in qPCR.  
Z uporabo testov ELISA smo analizirali gojišče, v katerem so rasle različne stabilne linije 
ter kot kontrolo uporabili gojišče, v katerem so rasle netransficirane celice NIH3T3. Kot 
pričakovano so pripravljene stabilne celične linije v gojišče izločale rastne dejavnike. V 
primeru kontrole so bile vrednosti rastnih dejavnikov pod mejo detekcije oz. zelo nizke 
(Slika 16).  
 
Slika 16: Koncentracije rastnih dejavnikov, izločenih iz stabilno transficiranih celičnih linij. 
Z uporabo testov ELISA smo določili koncentracije rastnih dejavnikov v gojišču, v katerem so 
rasle stabilno transficirane celice ter kot kontrolo uporabili gojišče netransficiranih celic.  
Sklepali smo, da netransficirane celice NIH3T3 ne bodo izražale oz. bodo izražale nizke 
koncentracije rastnih dejavnikov, ki bodo v primerjavi s stabilnimi linijami minimalne. Iz 
rezultatov je razvidno, da so stabilne celične linije izražale in v gojišče sproščale rastne 
dejavnike v visokih koncentracijah. Dodatno smo z merjenjem koncentracije rastnih 
dejavnikov v gojišču potrdili tudi, da pride ne samo do izražanja rastnih dejavnikov v 
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celicah, temveč tudi do njihovega sproščanja v gojišče. Z ovrednotenjem količine 
relativne mRNA smo potrdili, da pride kot pričakovano v stabilnih linijah transficiranih 
s plazmidi z zapisom za KGF do povečanja izražanja le-tega. 
Za potrditev uspešnosti priprave stabilne linije, ki izloča rastni dejavnik KGF smo določili 
raven izražanja mRNA z zapisom za vneseni rastni dejavnik Kgf. Pokazali smo, da je 
relativno izražanje mRNA gena Kgf povišano le v primeru stabilnih linij, s čimer smo 
potrdili uspešnost priprave linije celic, ki izražajo rastni dejavnik KGF (Slika 17).  
 
Slika 17: Relativno izražanje mRNA z zapisom za KGF. Iz celic stabilno transficiranih s 
plazmidom, ki vsebuje zapis za Kgf, smo izolirali mRNA in z uporabo qPCR določili relativno 
količino mRNA z zapisom za KGF. Kot kontrolo smo uporabili netransficirane celice.  
 
4.2 Izolacija in karakterizacija matičnih celic  
V okviru doktorske disertacije smo želeli primerjati vpliv celične naprave z matičnimi 
celicami, zato smo le-te izolirati. Matične celice smo izolirali iz maščobnega tkiva miši 
ter preverili njihove karakteristike. Izolirane celice so po nekaj dneh dosegle 80% 
konfluenco, po morfologiji pa so ustrezale matičnim celicam (Slika 18). 
Izolirane celice smo okarakterizirali z barvanjem za specifične negativne in pozitivne 
celične označevalce. Izolirane celice so bile negativne za označevalce CD45, CD11 in 
CD34 ter pozitivne za označevalce CD105, CD90 in Sca-1 (Slika 19), kar je pričakovano 
za matične celice.  
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Slika 18: Shematski prikaz poteka izolacije matičnih celic. Maščobno tkivo smo encimsko 
razgradili, s serijo centrifugiranj dobili različne frakcije in z uporabo sistema MACS ločili celice, 
ki izražajo označevalce CD105. Na fotografiji skrajno desno je prikazana morfologija celic po 
izolaciji. 
 
Slika 19: Analiza izoliranih celic CD105+ s pretočno citometrijo. A) Celice smo barvali s 
protitelesi proti negativnim označevalcem matičnih celic CD14, CD11 in CD34. B) Celice smo 
barvali s protitelesi proti pozitivnim označevalcem matičnih celic Sca-1, CD90 in CD105. Sivi 
histogrami prikazujejo nebarvane celice. 
Matične celice so zmožne diferenciacije v različne celične tipe. Zato smo za potrditev 
uspešnosti izolacije izolirane celice diferencirali v adipocite in osteoblaste. Celice v 
adipocitnem diferenciacijskem gojišču smo po 7 dneh obarvali z barvilom Oil Red O, ki 
obarva maščobne kapljice. Opazili smo morfološke spremembe celic v diferenciaciji, pri 
katerih so bile vidne novo nastale maščobne kaplijice (Slika 20), ki so značilne za 
maščobno tkivo, zato lahko zaključimo, da so se izolirane celice diferencirale v adipocite. 
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Slika 20: Adipogena diferenciacija matičnih celic. Na levi so prikazane matične celice, ki so 
rasle v normalnem gojišču. Na desni so prikazane celice, ki smo jih gojili v diferenciacijskem 
gojišču. Po sedmih dneh smo jih obarvali z barvilom Oil Red O. Pri kontrolnih celicah nismo 
opazili barvanja, pri celicah v diferenciaciji je prišlo do obarvanja maščobnih kapljic v celicah.   
 
Celice, ki smo jih gojili v gojišču za osteoblastno diferenciacijo, smo po 21 dneh obarvali 
z barvilom Alizarin Red S (ARS), ki specifično obarva depozite kalcija značilne za 
osteoblaste. Iz rezultatov je vidno, da je prišlo do obarvanja celic v osteogeni 
diferenciaciji, kar kaže, da so celice vsebovale depozite kalcija (Slika 21 A). Dodatno 
smo izmerili vrednosti alkalne fosfataze (ALP) celic v diferenciaciji in jih primerjali s 
kontrolnimi celicami (Slika 21). Pri difereniciranih celicah smo izmerili povišane 
vrednosti alkalne fosfataze, ki je splošni označevalec aktivnosti osteoblastov.174 Skupno 
ti rezultati kažejo, da je prišlo do diferenciacije izoliranih celic v osteoblaste. 
 
Slika 21: Osteogena diferenciacija matičnih celic. A) Celice smo gojili v normalnem 
gojitvenem mediju (levo) in osteogenem diferenciacijskem mediju (desno). Po 21 dneh smo celice 
obarvali z uporabo barvila ARS, ki pri kontroli ni povzročil obarvanja, celice v diferenciaciji so 
se močno obarvale. B) Vrednosti alkalne fosfataze (ALP) v gojišču netretiranih in diferenciranih 
celic. C) Barvilo ARS smo ekstrahirali iz celic in njegovo koncentracijo ovrednotili 
sprektrofotometično.  
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4.3 Analiza sekretoma  
Zunanji ponudnik (VIB-UGent Center for Medical Biotechnology) je analiziral po tri 
neodvisne vzorce gojišča (brez dodanega FBS) v katerem je rasla mešanica celic (stabilne 
linije, ki so izločale EGF, FGF-2, HGF, IGF-I, KGF, PDGF-B, TGF-β1 in VEGF-A), 
kontrolne celice (NIH3T3) ali matične celice s tekočinsko kromatografijo s tandemsko 
masno spektrometrijo (LC-MS/MS). Z uporabo podatkovne baze UniProt so skupno v 
vzorcih identificirali 16,385 peptidov in posledično zanesljivo kvantificirali 1117 skupin 
proteinov.  
Izmed identificiranih proteinov jih je bilo kar 822 prisotnih v vseh treh skupinah vzorcev 
(gojišču kontrolnih celic, gojišču mešanice celic, ki so izločale rastne dejavnike in gojišču 
matičnih celic). Kljub velikemu prekrivanju smo v vsakem vzorcu identificirali tudi 
edinstvene proteine. V gojišču kontrolnih celic smo identificirali le 15, v gojišču celic, ki 
so izločale rastne dejavnike 48 in gojišču matičnih celic 38 proteinov, ki niso bili prisotni 
v ostalih vzorcih. V gojišču kontrolnih celic in celic, ki so izločale rastne dejavnike, je 
bilo enakih 934 proteinov, pri kontroli smo identificirali 44 in pri mešanici celic 97 
specifičnih proteinov. Pri vzorcih matičnih celic in kontrolnega gojišča je bilo enakih 851 
proteinov, za matične celice je bilo specifičnih 87, za kontrolne celice pa 127 proteinov. 
Ob primerjavi gojišča matičnih celic in gojišča mešanice celic je bilo v obeh vzorcih 
prisotnih 871 proteinov, za matične celice specifičnih je bilo 67 ter za mešanico 160 
proteinov (Slika 22).  
Primerjava signifikantno različnih vrednosti med posameznimi vzorci gojišč je prikazana 
na sliki 23. Na toplotnem grafu (ang. »heat map«) so prikazane statistično signifikantno 
različne vrednosti t-testa za posamezni protein v vzorcu. Med ponovitvami znotraj 
posameznega vzorca je prišlo le do manjših odstopanj. Med vzorci mešanice rastnih 
dejavnikov in kontrolnim gojiščem je kot pričakovano opazna večja podobnost, saj gre v 
primeru mešanice celic za enako celično linijo (NIH3T3), pri čemer smo v celice vnesli 
le dodatne zapise za rastne dejavnike. Če primerjamo vzorce matičnih celic in mešanice 
rastnih dejavnikov, vidimo opazne razlike v prisotnosti posameznih proteinov.  
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Slika 22:Vennov diagram prisotnosti posameznih proteinov v različnih vzorcih. Izmed vseh 
1117 identificiranih proteinov, je bilo vsem testiranim vzorcem (kontrolne celice, mešanica celic, 
ki izločajo rastne dejavnike in matičnih celicah) skupnih 822 proteinov. V gojišču kontrolnih celic 
smo identificirali 15 edinstvenih proteinov, v gojišču mešanice celic 48, v gojišču matičnih celic 
pa 38 edinstvenih proteinov.  
 
 
Slika 23: Toplotni graf signifikantno različnih vrednosti vzorcev. Na grafu so prikazani 
triplikati vsakega vzorca gojišča (kontrolni vzorec, mešanica rastnih dejavnikov in gojišče 
matičnih celic) in vrednosti t-testa za posamezni vzorec v obliki standardnega odklona (log2). S 
sivo so označene manjkajoče vrednosti.  
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Signifikantno znižani ali povišani proteini v gojišču mešanice celic oz. matičnih celic v 
primerjavi z gojiščem kontrolnih celic so prikazani na sliki 24. Ob primerjavi vzorcev 
matičnih celic s kontrolo so bile povišane vrednosti 179 proteinov, znižane pa vrednosti 
327 proteinov. Vrednosti 610 proteinov v obeh vzorcih so bile nespremenjene (Slika 24 
A). V vzorcih mešanice celic so bile v primerjavi s kontrolo povišane vrednosti 157 
proteinov, znižane pa 145 proteinov. Pri 773 proteinih v obeh gojiščih ni bilo razlik v 
njihovih vrednostih (Slika 24 B). V prilogi 1 je naštetih dvajset najbolj zvišanih in 
znižanih proteinov v vzorcih gojišča matičnih in mešanice celic v primerjavi s kontrolo. 
V obeh vzorcih smo zaznali povišane vrednosti proteina lizin 6 oksidaze (Lox), 
membranskega glikoproteina Thy1 (Thy1) in Kolagen-α2 (V) verige (Col5a2) ter znižane 
vrednosti angiopoetinu sorodnega proteina 7 (Angptl7), komplementa C3 (C3) in različne 
variante peptidil-prolil cis-trans izomeraze. V gojišču mešanice celic, sta med najbolj 
povišanimi proteini rastna dejavnika TGF-β1 in VEGF-A, kar ni presenetljivo, saj so 
mešanico celic sestavljale tudi stabilne linije, ki stabilno izločajo omenjena rastna 
dejavnika. 
 
Slika 24: Graf količine proteinov v gojišču matičnih celic oz. mešanice celic v primerjavi s 
kontrolo. Na grafih so prikazane vrednosti logaritma razlike v izražanju vzorca v primerjavi s 
kontrolo (Log2) v odvisnosti od statistične signifikantnosti (-log (P-vrednosti)). A) V vzorcih 
matičnih celic je bila koncentracija 327 proteinov nižja (modra) ter 179 proteinov višja (rdeča) 
kot v kontrolnih vzorcih. B) V vzorcih mešanice celic je bila koncentracija 145 proteinov nižja 
(modra) ter 157 proteinov višja (rdeča) kot v kontrolnih vzorcih. Statistična analiza: t-test, FDR 
< 0,05.   
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Glavni cilj doktorske naloge je bil priprava celic, ki bi posnemale delovanje matičnih 
celic, zato so nas najbolj zanimale razlike med proteini prisotnimi v gojišču mešanice 
celic in matičnimi celicami. Ob primerjavi teh vzorcev smo v gojišču matičnih celic 
identificirali 170 povišanih in 249 znižanih proteinov v primerjavi z mešanico celic. 
Vrednosti 697 proteinov v obeh vzorcih niso bile signifikantno spremenjene (Slika 25). 
V gojišču matičnih celic so bili najbolj povišani proteini kolagen –α1(XII) in α2(V) veriga 
(Col12a1 in Col5a2), inzulinu podobni rastni dejavnik vezalni protein 7 in 4 (IgfBp7 in 
4), a-kinazni sidrni protein 12 (Akap12) ter latentni transformirajoči rastni dejavnik β 
vezalni protein 2 (Ltbp2) (Priloga 2). V gojišču mešanice celic je bil najbolj povišan 
protein latentni transformirajoči rastni dejavnik β vezalni protein 1 (Ltbp1), 3 (Ltbp3) in 
4 (Ltbp4), transformirajoči dejavnik beta 1 (Tgfb1), angiopoetinu sorodni protein 4 
(Angptl2) ter antigena CD 81 in CD109 (Priloga 2). 
 
Slika 25: Graf signifikantno povišanih ali znižanih vrednosti posameznih proteinov v 
gojišču matičnih celic v primerjavi z gojiščem mešanice celic. Na grafu so prikazane vrednosti 
logaritma razlike v izražanju vzorca v primerjavi s kontrolo (Log2) v odvisnosti od statistične 
signifikantnosti (-log(P-vrednosti)). V vzorcih matičnih celic je bila koncentracija 249 proteinov 
nižja (modra) ter 170 proteinov višja (rdeča) kot v kontrolnih vzorcih. Statistična analiza: t-test, 
FDR < 0,05. 
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Za boljše razumevanje dobljenih podatkov in razumevanje celičnih procesov v širšem 
smislu smo z uporabo različnih podatkovnih baz proteine razvrstili v različne skupine ter 
identificirali obogatene celične procese.  
Klasifikacijski sistem PANTHER (http://www.pantherdb.org) je celovit sistem, ki 
združuje genome, gensko klasifikacijo, različne signalne poti in orodja za statistično 
analizo in omogoča analizo obsežnih poskusnih podatkov.167 V programu so družine in 
poddružine anotirane z Gensko ontologijo (ang. »Gene Ontology«, GO), ki z uporabo 
strukturiranih izrazov za opis molekulskih funkcij, bioloških procesov in celičnih 
komponent omogoča hierarhično anotacijo genskih produktov.160,161 Z uporabo sistema 
PANTER smo določili gensko ontologijo signifikantno znižanih in zvišanih proteinov 
matičnih celic v primerjavi z mešanico celic. Razvrstitvi proteinov glede na biološki 
proces sta za vsako skupino (znižani in zvišani proteini) prikazani na sliki 26. Pri obeh 
skupinah je bilo največji delež proteinov razvrščen v skupino celičnih procesov. V 
primeru signifikantno znižanih proteinov, glede na največji delež proteinov, sledijo 
metabolni procesi, biološka regulacija, odziv na dražljaje in organizacija celičnih 
komponent ali biogeneza (Slika 26 A). Pri signifikantno zvišanih proteinih največje 
skupine predstavljajo organizacija celičnih komponent ali biogeneza, biološka regulacija, 
lokalizacija in odziv na dražljaje (Slika 26 B). Če podrobneje pogledamo dve izmed 
najbolj zastopanih družin v obeh skupinah proteinov, celične procese in biološko 
regulacijo, vidimo, da pri obeh skupinah (znižani in zvišani proteini) ni večjih razlik v 
poddružinah posameznega procesa.  
V gojišču mešanice celic je bilo v družini celičnih procesov največ proteinov razvrščenih 
v skupino celičnih metabolnih procesov, celično komunikacijo, organizacijo celičnih 
komponent, odgovor na dražljaje in prenos signalov. V gojišču matičnih celic so bili 
povišani proteini, ki sodijo v skupino organizacije celičnih komponent, celičnih 
metabolnih procesov, celični odgovor na dražljaje, celično komunikacijo in prenos 
signalov. Znotraj skupine biološke regulacije je bilo v primeru znižanih in zvišanih 
proteinov največ le-teh razvrščenih v skupino uravnavanja bioloških procesov.  
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Slika 26: Krožni diagrami, ki prikazujejo biološke procese (GO) zvišanih in znižanih 
proteinov v vzorcih. Seznamu zvišanih in znižanih proteinov (gojišče matičnih celic v primerjavi 
z gojiščem mešanice celic) smo z uporabo sistema PANTER določili Gensko ontologijo: Biološki 
proces ter rezultate prikazali kot deleže celote. Na sliki je prikazan delež posameznih bioloških 
procesov pri signifikantno znižanih (A) in signifikantno zvišanih (B) proteinih v gojišču matičnih 
celic v primerjavi z gojiščem mešanice celic.  
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Za dodatno razumevanje dobljenih podatkov smo s podatkovno bazo DAVID analizirali 
obogatitev različnih signalnih poti. Analiza obogatitve poti omogoča mehanistični 
vpogled v velike količine dobljenih podatkov različnih omik. Z metodo identificiramo 
biološke poti, ki so v določenem naboru podatkov obogatene bolj, kot bi bilo naključno 
pričakovano, in tako omogoči lažjo interpretacijo rezultatov.165 Na sliki 27 so prikazane 
izbrane obogatene poti znižanih (Slika 27 A) oz. zvišanih (Slika 27 B) proteinov v gojišču 
matičnih celic v primerjavi z gojiščem mešanice celic. 
V gojišču mešanice celic so bili prisotni proteini, ki glede na njihovo metabolno funkcijo 
sodelujejo pri vezavi TGF-β1, IGF-I, FGF, integrina in drugih rastnih dejavnikov. Vse te 
poti so bile obogatene več kot 5-krat, vezava TGF-β1 pa celo več kot 30-krat. S stališča 
bioloških procesov so bile obogatene poti, ki so vpletene v regeneracijo, rast, migracijo 
in proliferacijo. Obogateni sta bili tudi signalni poti hemostaze in razgradnje 
zunajceličnega matriksa (Slika 27A).  
V gojišču matičnih celic so bili prav tako obogateni proteini, ki imajo vlogo pri vezavi 
rastnih dejavnikov, integrina, heparina in različnih strukturnih proteinov. Najbolj 
obogateni izbrani biološki proces je proces negativne regulacije proliferacije žilnih 
mišičnih celic, ki mu sledi proces strukture in organizacije aktinomiozina. Obogatene so 
tudi poti, vpletene v organizacijo različnih struktur, celično rast in adhezijo celic. V 
okviru izbranih poti sta obogateni tudi biosinteza in preoblikovanje proteinov ter fokalna 
adhezija (Slika 27B) 
S programom Cytoscape smo prikazali omrežje obogatenih bioloških kategorij povišanih 
in znižanih proteinov (primerjava gojišča matičnih celic in mešanice celic). Na sliki 28 
so z modro barvo prikazane obogatene biološke kategorije v gojišču mešanice celic, z 
zeleno pa obogatene biološke kategorije v gojišču matičnih celic. Omrežje sestavlja 47 
različnih skupin, izmed katerih 28 skupin sestavljajo le proteini, povišani v gojišču 
mešanice celic, 10 skupin proteini, povišani v gojišču matičnih celic, v 9 skupinah pa so 
proteini, povišani tako v gojišču mešanice celic kot v gojišču matičnih celic. Proteini, ki 
se nahajajo v različnih bioloških kategorijah, so med seboj povezani s črtami. V gojišču 
mešanice celic so večinoma obogateni proteini, ki pozitivno vplivajo na celjenje ran. V 
gojišču matičnih celic so večinoma obogateni proteini, ki sodelujejo pri organizaciji 
citoskeleta, zunajceličnega matriksa in celični adheziji (Slika 28). 
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Slika 27: Obogatene biološke poti pri analizi sekretoma. Za določitev obogatenih poti v 
sekretomu matičnih celic ali mešanice celic smo uporabili internetno podatkovno bazo za 
anotacijo, vizualizacijo in integrirano odkrivanje DAVID ter prikazali izbrane obogatene poti. Za 
iskanje smo uporabili podatkovne baze Genske ontologije: biološki procesi, Genske 
ontologije:metabolna funkcija, bazo reactome in bazo KEGG. A) Izbrani obogateni procesi 
statistično povišanih proteinov v sekretomu mešanice celic v primerjavi z matičnimi celicami. B) 
Izbrani obogateni procesi statistično povišanih proteinov v sekretomu matičnih celic v primerjavi 
z mešanico celic. Pike (●) predstavljajo p-vrednost. 
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Slika 28: Slika omrežja obogatitvene analize proteinov sekretoma. Z uporabo programa 
Cytoscape smo pripravili omrežje, ki prikazuje različne funkcionalne skupine, znotraj katerih so 
razporejene biološke kategorije (obogateni seti proteinov). Proteini prisotni v različnih 
kategorijah so med seboj povezani z modrimi črtami. Na omrežju so prikazane kategorije 
proteinov z različnim izražanjem ob primerjavi gojišča matičnih celic in mešanice celic. Z modro 
so označene kategorije, povišane v gojišču mešanice celic, z zeleno so označene kategorije, 
povišane v gojišču matičnih celic.  
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4.4 Vpliv gojišča z rastnimi dejavniki na različne celične tipe  
4.4.1 Vpliv na migracijo in metabolno aktivnost celic 
Vpliv mešanice rastnih dejavnikov, v primerjavi z vplivom posameznega rastnega 
dejavnika ali z gojiščem, v katerem so rasle matične celice (ADSC), smo ovrednotili na 
modelih in vitro. Stabilne celične linije, ki izražajo posamezni rastni dejavnik in matične 
celice, smo gojili v gojišču brez seruma 48 h. Tretirano gojišče smo dodali na celice ter 
spremljali hitrost migracije in metabolno aktivnost celic. Kožo v veliki meri sestavljajo 
keratinociti in fibroblasti. Zato smo za oceno vpliva gojišča, v katerem so rasle matične 
celice oz. mešanica stabilnih linij, uporabili dve celični liniji: človeško celično linijo 
keratinocitov HaCaT in primarne mišje fibroblaste MSF, ki smo jih izolirali iz mišje kože. 
Pri celjenju ran je migracija celic bistvenega pomena, zato smo za ovrednotenje vpliva 
tretiranega gojišča uporabili model zapiranja raze. Klasični test zapiranja raze (ang. 
»scratch assay«) izvedemo tako, da v konfluentni monosloj celic s pipetnim nastavkom 
naredimo razo ter nato spremljamo hitrost migracije celic na področje, s katerega smo 
odstranili celice. Vendar so rezultati takšnih testov težko ponovljivi.175 Za zagotovitev 
boljše ponovljivosti smo uporabili inserte IBIDI, z uporabo katerih dobimo definirano 
široko razo, katere širina je konsistentna med različnimi vzorci.  
Pri človeških celicah HaCaT je gojišče, ki je vsebovalo mišje rastne dejavnike, pospešilo 
zapiranje raze v primerjavi s kontrolo (gojišče tretirano z netransficiranimi celicami) v 
primeru dodatka EGF, HGF, VEGF ter mešanice vseh 8 rastnih dejavnikov (EGF, FGF, 
HGF, IGF, KGF, PDGF, TGF in VEGF) (Slika 29). Dodatek mešanice vseh 8 rastnih 
dejavnikov je povzročil najhitrejše zapiranje raze. Presenetljivo je bilo v primeru dodatka 
rastnih dejavnikov IGF in PDGF zapiranje raze slabše od kontrole. V primeru dodatka 
gojišča, ki je vsebovalo FGF, KGF in TGF nismo opazili razlik v primerjavi s kontrolo 
(Slika 29).  
Testirali smo tudi vpliv gojišča tretiranega z matičnimi celicami (ADSC) na hitrost 
migracije celic HaCaT v primerjavi z mešanico 8 različnih rastnih dejavnikov (EGF, FGF, 
HGF, IGF, KGF, PDGF, TGF in VEGF). Kot kontrolo smo uporabili gojišče, tretirano s 
celicami NIH3T3. Dodatek mešanice gojišč stabilnih linij je pospešil zapiranje raze, 
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vendar je imel slabši učinek kot gojišče, v katerem so rasle matične celice, ob dodatku 
katerega je prišlo do skoraj popolnega zaprtja raze v 24 urah. (Slika 30).  
 
Slika 29: Zapiranje raze celic HaCaT ob dodatku posameznih rastnih dejavnikov ali njihove 
mešanice. A, B) Celice HaCaT smo nasadili v inserte IBIDI. Po 24 h smo odstranili inserte in na 
celice nanesli tretirano gojišče. A) Reprezentativne fotografije keratinocitov HaCaT 24 h po 
dodatku tretiranega gojišča ali mešanice gojišč z RF. B) Graf zaprtja raze 24 h po dodatku 
posameznega tretiranega gojišča ali njihove mešanice. Kot kontrolo (A, B) smo uporabili gojišče 
tretirano z netransficiranimi celicam. Statistična analiza: enosmerni test ANOVA: *p < 0,0332, 
**p < 0,0021, ***p <0,0002, ****p <0,0001. 
 
 
Slika 30: Zapiranje raze celic HaCaT ob dodatku mešanice rastnih dejavnikov ali gojišča, 
tretiranega z ADSC. A,B) Celice HaCaT smo nasadili v inserte IBIDI. Po 24 h smo odstranili 
inserte in na celice nanesli tretirano gojišče. A) Reprezentativne fotografije keratinocitov HaCaT 
24 h po dodatku mešanice rastnih dejavnikov ali gojišča, tretiranega z ADSC. B) Graf zaprtja raze 
24 h po dodatku mešanice rastnih dejavnikov ali gojišča, tretiranega z ADSC. Kot kontrolo (A,B) 
smo uporabili gojišče, tretirano z netransficiranimi celicam. Statistična analiza: enosmerni test 
ANOVA: ****p <0,0001. 
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Kljub velikim razlikam v hitrosti migracije in posledično zapiranju raze pri celicah 
HaCaT presenetljivo nismo zaznali nikakršnih razlik v metabolni aktivnosti. Dodajanje 
posameznih rastnih dejavnikov kot tudi njihove mešanice oziroma dodatek gojišča, 
tretiranega z ADSC ni vplivalo na metabolno aktivnost celic HaCaT (Slika 31).  
 
Slika 31: Metabolna aktivnost celic HaCaT. Celicam HaCaT smo dodali gojišče, ki je 
vsebovalo posamezni rastni dejavnik, njihovo mešanico ali gojišče, tretirano z ADSC. Kot 
kontrolo smo uporabili gojišče, tretirano z netranficiranimi celicami NIH3T3. 
 
Testirali smo tudi vpliv gojišča, ki vsebuje rastne dejavnike, na primarne mišje fibroblaste 
MSF. Podobno kot v primeru keratinocitov je dodatek določenih rastnih dejavnikov in 
njihove mešanice pospešil zapiranje raze. Največji vpliv na zapiranje raze sta imela rastna 
dejavnika FGF-2 in PDGF ter mešanica vseh rastnih dejavnikov (EGF, FGF, HGF, IGF, 
KGF, PDGF, TGF in VEGF). Dodatek ostalih posameznih rastnih dejavnikov ni imel 
vpliva na hitrost zapiranja raze (Slika 32 A,B). Mešanica vseh rastnih dejavnikov je 
signifikantno pospešila zapiranje raze v primerjavi s posameznimi rastnimi dejavniki. 
Dodatek gojišča, v katerem so rasle ADSC, je pospešil zapiranje raze, vendar je bil njegov 
vpliv slabši od vpliva mešanice vseh rastnih dejavnikov (Slika 32 C, D).  
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Slika 32: Zapiranje raze s celicami MSF. A-D) Celice MSF smo nasadili v inserte IBIDI. Po 
24 h smo odstranili inserte in na celice nanesli tretirano gojišče. A) Reprezentativne fotografije 
fibroblastov MSF 24 h po dodatku tretiranega gojišča ali mešanice tretiranih gojišč. B) Graf 
zaprtja raze 24 h po dodatku posameznega tretiranega gojišča ali njihove mešanice. C) 
Reprezentativne fotografije fibroblastov MSF 24 h po dodatku mešanice tretiranih gojišč ali 
gojišča, tretiranega z matičnimi celicami (ADSC). D) Graf zaprtja raze 24 h po dodatku 
tretiranega gojišča. Kot kontrolo (A-D) smo uporabili gojišče netransficiranih celic. Statistična 
analiza: enosmerni test ANOVA: *p < 0,0332, **p < 0,0021, ***p <0,0002, ****p <0,0001. 
 
Metabolna aktivnost (XTT) za fibroblaste MSF ob dodatku različnih gojišč je prikazana 
na sliki 33. Iz grafa je vidno, da je dodatek mešanice RF izboljšal metabolno aktivnost 
celic MSF v primerjavi s kontrolo. Dodatek gojišča ADSC je znižal metabolno aktivnost 
celic, dodatek posameznega rastnega dejavnika pa ni imel signifikantnega vpliva na 
metabolno aktivnost celic MSF.  
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Slika 33: Metabolna aktivnost celic MSF. Celicam MSF smo dodali gojišče, ki je vsebovalo 
posamezni rastni dejavnik, njihovo mešanico ali gojišče, tretirano z ADSC. Kot kontrolo smo 
uporabili gojišče, tretirano z netransficiranimi celicami NIH3T3. Statistična analiza: t test 
primerjava s kontrolo:* p < 0,05; ** p<0,01; *** p < 0,001  
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4.4.2 Vpliv gojišča na izražanje genov 
Z uporabo in vitro testov hitrosti zapiranja raze in testom metabolne aktivnosti smo 
ugotovili, da prihaja do razlik v vplivu gojišča, v katerem so rasle matične celice v 
primerjavi z mešanico gojišč, v katerih so rasle stabilne celične linije. Zaradi velikih razlik 
v rezultatih smo želeli raziskati odziv celic na genskem nivoju. Da bi dobili čim bolj 
relevantne rezultate, smo si izbrali mišje primarne celice MSF, za katere smo domnevali, 
da izražajo vse receptorje, značilne za kožne fibroblaste. Konfluentne fibroblaste MSF 
smo 24 h gojili v gojišču, v katerem so rasle kontrolne celice NIH3T3, matične celice ali 
stabilne linije, nato celice lizirali, izolirali mRNA in jo poslali na sekveniranje.  
V kontrolnem vzorcu so identificirali 11809 genov in 20517 transkripcijskih variant, v 
vzorcu ADSC 11896 genov in 20745 transkripcijskih variant ter v vzorcu mešanice 
rastnih dejavnikov 11509 genov in 19162 transkripcijskih variant. Dobljene rezultate 
izražanja genov v celicah MSF z dodanim gojiščem matičnih celic ali mešanice gojišča 
stabilnih celičnih linij so normalizirali na kontrolo (celice, ki so rasle v izrabljenem 
gojišču celic NIH3T3). Z normalizacijo vrednosti izražanja posameznih genov so za 
posamezni vzorec (gojišče ADSC ali mešanica RF) identificirali gene, katerih izražanje 
je povišano ali znižano glede na kontrolo. V vzorcu celic z dodanim gojiščem matičnih 
celic so ob primerjavi s kontrolo identificirali 162 genov, katerih izražanje je bilo 
povišano in 128 genov, katerih izražanje je bilo znižano. Pri 11739 genih ni bilo razlik v 
izražanju (Slika 34 A). V vzorcu celic z dodano mešanico gojišča stabilnih celičnih linij 
je pri 1560 genih prišlo do povišanega izražanja in 3159 genih do znižanega izražanja v 
primerjavi s kontrolo. Pri 7383 genih ni bilo signifikantne razlike v izražanju v primerjavi 
s kontrolo (Slika 34 B). 
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Slika 34: Graf povišanega in znižanega izražanja genov. Konfluentnim celicam MSF smo 
dodali gojišče, v katerem smo kontrolne celice (NIH3T3), matične celice (ADSC) ali mešanico 
celic (MIX) gojili 24 h. Sekvenirali smo mRNA posameznega vzorca in določili izražanje 
različnih genov. A) Izražanje genov v celicah MSF, po dodatku gojišča ADSC normalizirano na 
kontrolo. B) Izražanje genov v celicah MSF, po dodatku gojišča mešanice celic normalizirano na 
kontrolo. A, B) Z zeleno so označeni geni, katerih izražanje je bilo povišano, z rdečo so označeni 
geni, katerih izražanje je bilo znižano.  
 
Dobljene povišane in znižane gene za posamezni vzorec smo analizirali s programom 
g:Profiler. Program omogoča iskanje obogatenih bioloških kategorij znotraj določenega 
nabora genov in s tem lažjo interpretacijo dobljenih podatkov.159  
V vzorcih celic, ki smo jih gojili v gojišču matičnih celic, med geni s povišanim 
izražanjem nismo identificirali nobene signifikantno obogatene biološke kategorije. V 
primeru genov z znižanim izražanjem smo z uporabo podatkovne baze GO:BP 
identificirali 9 obogatenih kategorij, ki so se nanašale na biosintezo in metabolizem 
glicerofosfolipidov, modifikacijo proteinov, biosintezo glicerolipidov ter biosintezo in 
metabolizem fosfolipidov (Slika 35 C). 
Pri celicah MSF, ki smo jim dodali mešanico gojišč stabilnih linij, smo določili mnogo 
bioloških kategoriji v okviru genov, ki so se izražali povišano ali znižano v primerjavi s 
kontrolo. V skupini genov, ki so se izražali povišano, smo znotraj baze GO:BP 
identificirali 106 in znotraj baze Reactome (REAC) 17 obogatenih bioloških kategorij 
(Slika 35 A). V skupini genov, katerih izražanje je bilo v vzorcu celic z dodatkom 
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mešanice gojišč znižano, smo znotraj baze GO:BP identificirali 239 in znotraj baze 
REAC 18 obogatenih bioloških kategorij (Slika 35 B).   
 
Slika 35: Obogatitev bioloških kategorij. Obogatitev bioloških kategorij znotraj baze Genske 
ontologije: biološki proces (GO:BP) in Reactome (REAC). A) Obogatitev bioloških kategorij 
znotraj genov s povišanim izražanjem pri celicah MSF v prisotnosti mešanice gojišč (v primerjavi 
s kontrolnim gojiščem) B) Obogatitev bioloških kategorij znotraj genov z znižanim izražanjem 
pri celicah MSF v prisotnosti mešanice gojišč (v primerjavi s kontrolnim gojiščem). C) 
Obogatitev bioloških kategorij znotraj genov s povišanim izražanjem pri celicah MSF v 
prisotnosti gojišča matičnih celic (v primerjavi s kontrolnim gojiščem).  
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Slika 36: Slika omrežja obogatitvene analize celic MSF z dodano mešanico gojišč. Z uporabo 
programa Cytoscape smo pripravili omrežje, ki prikazuje različne funkcionalne skupine, znotraj 
katerih so razporejene biološke kategorije (set genov). Geni, ki so prisotni v različnih kategorijah, 
so povezani s črtami. Na omrežju so prikazane kategorije genov s povišanim izražanjem (modra) 
in genov z znižanim izražanjem (zelena).  
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Za boljše razumevanje rezultatov obogatenih bioloških kategorij celic MSF, ki smo jim 
dodali mešanico gojišč, in njihovo umestitev v širši okvir smo z uporabo programa 
Cytoscape pripravili integrirano omrežje s podatki obogatitvene analize. Na sliki 36 je 
prikazano omrežje, na katerem so v različne skupine razporejene biološke kategorije 
genov s povišanim (modra) in znižanim (zelena) izražanjem. Omrežje je sestavljeno iz 37 
skupin. Znotraj posamezne skupine so biološke kategorije, obogatene le pri eni ali pa pri 
obeh skupinah vzorcev (geni s povišanim ali znižanim izražanjem pri celicah MSF z 
dodano mešanico gojišč). Biološke kategorije genov z znižanim izražanjem (zelena) 
tvorijo 20 skupin. Biološke kategorije genov z zvišanim izražanjem (modra) so 
razporejene v 10 skupin, 5 skupin pa vsebuje biološke kategorije obeh – genov s 
povišanim in zvišanim izražanjem. Biološke kategorije oz. seti genov so glede na število 
genov znotraj seta na sliki prikazani v različnih velikostih. Največja skupina primarnih 
metabolnih procesov vsebuje tudi največjo biološko kategorijo metabolni procesi, ki jo 
sestavlja 2845 genov, izmed katerih 911 genov sodi v skupino s povišanim in 1934 v 
skupino z znižanim izražanjem. Posamezni geni, ki so prisotni v različnih bioloških 
kategorijah, so med seboj povezani s črtami. Širina črte predstavlja število genov, ki so 
udeleženi pri obeh povezanih bioloških kategorijah. Večja gostota črt pomeni večje 
število genov, ki imajo vlogo pri obeh povezanih bioloških kategorijah in posledično 
vlogo pri različnih kategorijah celičnih procesov (Slika 36).  
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4.5 Enkapsulacija in preživetje celic v votlih vlaknih 
Ko smo potrdili sekrecijo in biološko aktivnost rastnih dejavnikov, ki jih izločajo celične 
linije, smo z enkapsulacijo celic v votlo vlakno pripravili celično napravo (Slika 37). 
Pogoji v votlih vlaknih niso optimalni za rast in preživetje celic, zato smo pred nadaljnjo 
uporabo želeli preveriti viabilnost enkapsuliranih celic. Obenem nas je zanimalo, ali se iz 
votlih vlaken v okolico sproščajo rastni dejavniki.  
 
Slika 37: Fotografija votlega vlakna napolnjenega s celicami. Votlo vlakno smo napolnili s 
celično suspenzijo, ga toplotno zapečatili ter razrezali na kratke fragmente.  
 
Celične linije, ki izločajo rastne dejavnike, smo enkapsulirali in jih gojili v in vitro 
pogojih ter vzorčili gojišče. Z uporabo barvila tripan modro smo po 14 dneh enkapsulacije 
izmerili 91 % viabilnost celic, izpranih iz votlih vlaken. Z uporabo testov ELISA smo v 
gojišču vsakih 5 dni izmerili koncentracijo izločenih rastnih Iz rezultatov na sliki 38 je 
razvidno, da rastni dejavniki prehajajo preko membrane v okolico celične naprave. 
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Slika 38: Koncentracija izločenih rastnih dejavnikov v gojišču. Stabilne celične linije smo 
enkapsulirali v votlo vlakno ter dnevno vzorčili in menjavali gojišče. S testi ELISA smo izmerili 
koncentracije izločenih rastnih dejavnikov.   
 
4.6 Delovanje celične naprave in vivo 
Za testiranje učinkovitosti celične naprave v pogojih in vivo, smo v skladu z veljavo 
zakonodajo uporabili mišji model celjenja rane. Rano smo fiksirali s silikonskim 
obročkom, ki je preprečil krčenje področja rane in omogočil boljše posnemanje celjenja 
pri človeku.172 Pripravili smo celično napravo Combo8, ki je sproščala rastne dejavnike 
EGF, FGF-2, HGF, IGF-I, KGF, PDGF-B, TGF-β1 in VEGF-A, napravo z matičnimi 
celicami (ADSC) ter kot kontrolo uporabili netransficirane celice NIH3T3. Celično 
napravo smo namestili na rano ter spremljali celjenje sedem dni. Področje rane smo 
fotografirali ob začetku in koncu poskusa. Po sedmih dneh smo pri napravi Combo8 
opazili tanko plast novo nastalega tkiva, ki je pokrivalo rano (Slika 39 levo). V primeru 
naprave z ADSC ni bilo večjih sprememb v primerjavi s kontrolo. V okolici celične 
naprave nismo opazili rdečine, otekline ali krvavenja tkiva teden po vstavitvi naprave, 
kar potrjuje inertnost naše celične naprave (Slika 39 levo).  
Izvedli smo tudi histološko analizo tkiva. Vzorce smo obarvali s klasičnim H&E in 
Massonovim trichrome barvanjem (Slika 39 desno). Pri kontrolni skupini po sedmih dneh 
ni prišlo do nastanka granulacijskega tkiva. Pri živalih, kjer smo uporabili celično napravo 
z ADSC nismo opazili bistvenih razlik celjenja v primerjavi s kontrolo. V primeru 
uporabe celične naprave Combo8 smo opazili pospešeno zapiranje epitelija in povečanje 
Kadunc L. Priprava enkapsuliranih celice za dostavo rastnih dejavnikov.   
   Doktorska disertacija. Medicinska fakulteta. Univerza v Ljubljani, 2020 
90 
 
količine granulacijskega tkiva. Granulacijsko tkivo, ki so ga v večini sestavljali 
fibroblasti, kolagen in angioblasti, se je razraslo preko celične naprave in segalo od baze 
rane preko celotnega območja poškodbe. Na nekaterih vzorcih smo opazili tudi novo 
nastale arteriole.  
 
Slika 39: Celjenje rane v prisotnosti celične naprave. Na hrbet miši smo namestili celično 
napravo, ki je vsebovala kontrolne celice, ADSC ali mešanico osmih različnih celičnih linij 
(Combo8). Področje rane smo fotografirali ob začetku ter po sedmih dneh, ko smo končali poskus 
(levo). Histološke vzorce smo obarvali po metodi H&E ter Massonovim trichrome barvanjem 
(TRI) (desno). S puščicami je označeno granulacijsko tkivo, ki je prekrilo celotno celično 
napravo.  
 
Koncentracije rastnih dejavnikov v serumu smo kvantificirali z uporabo testov ELISA. 
Ob primerjavi koncentracije rastnih dejavnikov FGF-2, IGF-I in TGF-β1 v serumu živali, 
ki so imele vstavljeno celično napravo (Combo8), in živali s kontrolno celično napravo 
nismo opazili signifikantnih razlik (Slika 40).  
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Slika 40: Koncentracije rastnih dejavnikov v serumu. Z uporabo testov ELISA smo določili 
koncentracije rastnih dejavnikov v serumih miš s terapevtsko napravo (Combo8) in kontrolo 
(celična naprava s celicami NIH3T3). Statistična analiza: t Test primerjava med vzorci; n.s. ne 
signifikantno.  
 
4.7 Priprava in karakterizacija inducibilnega sistema  
Običajni ekspresijski sistemi za inducibilno izražanje z uporabo doksiciklina so 
sestavljeni iz dveh delov: (i) plazmida z zapisom za transaktivator in (ii) plazmida, v 
katerega pod minimalni promotor vnesemo željene gene (ang. »Gene Of Intrest«; GOI). 
Ker je priprava stabilnih celičnih linij z uporabo večjega števila plazmidov dolgotrajna, 
smo se odločili, da bomo na enem plazmidu združili transaktivator in tarčni promotor z 
zapisom za želeni gen. Za pripravo inducibilnih sistemov smo uporabili dva tetraciklinska 
ekspresijska sistema; sistem ON in OFF. Oba sistema se inducirata z enakim induktorjem 
doksiciklinom (dox), vendar pri sistemu OFF dodatek dox prepreči izražanje gena, v 
primeru sistema ON pa dox aktivira izražanje genov pod minimalnim promotorjem. 
Za pripravo sistema OFF smo pod nadzorom močnega sesalskega promotorja CMV 
pripravili tetraciklinski represor TetR združen z aktivacijsko domeno VPR (tTA-VPR). 
V plazmidni vektor smo poleg tTA-VPR vnesli še šest ponovitev veznih mest (na katere 
se veže tTA-VPR; TRE), ki jim sledi minimalni promotor. Za sistem ON smo uporabili 
komercialno dostopni sistem Tet-On 3G (Clontech). Na enem plazmidu smo z uporabo 
lepljenja po Gibsonu združili transaktivator (pRETROX Tet3G) in promotor (PTRE3GV 
promotor). Za pripravo poročevalskih konstruktov ON in OFF smo v oba sistema pod 
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minimalni promotor vnesli zapis za poročevalski gen kresničkino luciferazo (fLuc) ter 
tako pripravili poročevalska sistema ON in OFF (fLucON in fLucOFF) (Slika 41). 
 
Slika 41: Shema konstruktov za inducibilni sistem. Sistem OFF (levo) je sestavljen iz 
tetraciklinskega represorja (tTA), združenega z aktivacijsko domeno VPR pod nadzorom 
promotorja CMV in šestimi ponovitvami veznih mest TRE pred minimalnim promotorjem (Pmin) 
in poročevalskim genom. Sistem ON (desno) je sestavljen iz transaktivatorja pRETROX pod 
nadzorom promotorja CMV ter veznih mest pTRE3GV pred poročevalskim genom. 
 
4.7.1 Karakterizacija inducibilnega sistema z uporabo kresničkine luciferaze in 
vitro 
Delovanje novo pripravljenih sistemov, združenih na enem plazmidu, smo ovrednotili s 
spremljanjem aktivnosti poročevalskega proteina kresničkine luciferaze. Pričakovali 
smo, da bodo v primeru sistema OFF celice ob odsotnosti induktorja izražale poročevalski 
protein, ob dodatku pa bo prišlo do zaustavitve izražanja. V primeru sistema ON smo 
pričakovali obratno – v odsotnosti induktorja celice ne bodo izražale poročevalskega 
proteina, ob dodatku dox pa bodo pričele izražati poročevalec (Slika 42).  
 
Slika 42: Shematski prikaz delovanja sistema OFF in ON. A) Pri sistemu OFF pride do vezave 
tTA na vezna mesta ob odsotnosti induktorja, kar sproži aktivacijo gena. Ob dodatku induktorja 
tTA disociira, kar povzroči, da se gen pod nadzorom minimalnega promotorja (Pmin) preneha 
izražati. B) Pri sistemu ON pride do vezave rtTA aktivatorja ob dodatku dox in aktivacije gena. 
V odsotnosti dox, se aktivator rtTA ne veže in posledično se ne pride do izražanja gena pod 
minimalnim promotorjem.  
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Za testiranje delovanja inducibilnega sistema smo pripravili stabilne linije celic NIH3T3, 
ki pod nadzorom sistema OFF ali ON izražajo kresničkino luciferazo (fLucOFF ali 
fLucON). Celičnima linijama fLucOFF ali fLucON smo ob različnih časovnih intervalih 
dodajali induktor dox in časovno spremljali izražanje poročevalskega proteina (po 2, 4, 
6, 8 in 24 urah). Pri liniji fLuc OFF je prišlo do upada signala glede na kontrolo že 2 uri 
po dodatku induktorja dox. Signal je dosegel najnižjo vrednost 8 ur po stimulaciji (Slika 
43 A). Dobro odzivna na indukcijo z dox je bila tudi celična linija fLucON, kjer je prišlo 
do porasta signala poročevalskega proteina v primerjavi s kontrolo po 2 urah, signal se je 
v odvisnosti od časa postopoma poviševal (Slika 43 C).  
Zanimal nas je tudi vpliv koncentracije induktorja dox na izražanje genov, zato smo za 
obe poročevalski liniji fLucON in fLucOFF stimulirali z različnim koncentracijami dox 
(od 0,01 – 10 µg/ml). V primeru sistema OFF je prišlo do popolnega padca signala po 24 
h že pri najnižji koncentraciji dox 0,01 µg/ml (Slika 43 B). Pri sistemu ON je signal 
naraščal v odvisnosti od koncentracije dox. Pri koncentraciji dox 1 µg/ml je signal dosegel 
maksimalno vrednost ter pri višjih koncentracijah začel upadati (Slika 43 D).  
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Slika 43: Karakterizacija inducibilnega sistema z uporabo poročevalskega proteina 
kresničkina luciferaza. Stabilne celične linije fLucOFF in fLucON smo stimulirali ob različnih 
časovnih intervalih (A, C) ter z različnimi koncentracijami (B, D) dox. A) Izražanje kresničkine 
luciferaze v sistemu OFF ob različnih časovnih točkah po dodatku dox. B) Izražanje kresničkine 
luciferaze v sistemu OFF v odvisnosti od koncentracije dox. C) Izražanje kresničkine luciferaze 
v sistemu ON ob različnih časovnih točkah po dodatku dox. D) Izražanje poročevalca kresničkine 
luciferaze v sistemu ON v odvisnosti od koncentracije dox. 
 
Z uporabo poročevalskega proteina kresničkine luciferaze smo potrdili hitro odzivnost 
sistema ON in OFF, saj je pri obeh prišlo do porasta/padca signala že 2 uri po indukciji. 
Ugotovili smo, da je za uporabo najprimernejša koncentracija dox 1 µg/ml, saj smo pri 
sistemu ON s to koncentracijo dobili najvišji signal, pri sistemu OFF pa pri tej 
koncentraciji nismo zaznali signala poročevalca.  
Za uporabo inducibilnega sistema smo morali preveriti, ali lahko induciramo izražanje 
genov v celicah, ki jih enkapsuliramo v celično napravo. Za testiranje smo ponovno 
uporabili liniji s poročevalskim proteinom fLucON in fLucOFF ter ju enkapsulirali v 
votlo vlakno. Kot kontrolo smo uporabili netransficirane celice NIH3T3. Luciferazno 
aktivnost smo izmerili pred in 24 ur po dodatku induktorja dox. Kot pričakovano pri 
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kontroli nismo zaznali luciferazne aktivnosti ne glede na prisotnost induktorja (Slika 44). 
V primeru sistema ON pred indukcijo nismo zaznali signala poročevalskega proteina. 
Dan po indukciji je bil signal poročevalca pri induciranih cevkah jasno viden. Pri 
neinduciranih cevkah ni prišlo do porasta signala (Slika 44). Tudi sistem OFF je deloval 
po pričakovanjih. Ob času 0 je bil signal poročevalskega proteina prisoten pri vseh 
cevkah, dan po indukciji ga nismo detektirali. Enako tudi v primeru sistema OFF ni prišlo 
do večjih sprememb signala pri neiduciranih cevkah (Slika 44).  
 
 
Slika 44: Testiranje inducibilnosti enkapsuliranih celic. Stabilne linije fLucON in fLucON 
smo enkapsulirali v votla vlakna. Kot kontrolo smo uporabili netransficirane celice NIH3T3. 
Cevkam smo dodali substrat D-luciferin ter jih slikali pred in 24 h po dodatku induktorja dox. Pri 
kontrolnih celicah ni prišlo do sprememb v signalu v odvisnosti od časa ali prisotnosti induktorja 
dox. V primeru enkapsuliranih celičnih linij fLucON ob času 0 nismo zaznali signala, 24 h po 
indukciji z dox, pa je signal pri induciranih celicah jasno viden. Pri enkapsuliranih celičnih linijah 
fLucOFF je bil signal poročevalskega proteina pred indukcijo z dox prisoten, dan po indukciji pa 
signala nismo zaznali.   
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4.7.2 Karakterizacija inducibilnega sistema in vivo 
Po potrditvi delovanja naprave in vitro smo želeli potrditi inducibilnost našega sistema v 
pogojih in vivo. Za testiranje smo enkapsulirali celični liniji fLucOFF ali fLucON ter 
celično napravo subkutano vstavili v Balb/c miši. Kot kontrolo smo uporabili 
netransficirano celično linijo NIH3T3. Aktivnost poročevalskega proteina smo izmerili 
pred in 24 ur po indukciji z dox. V primeru kontrolnih živali nismo zaznali razlik v 
intenziteti signala neodvisno od časa ali indukcije z dox. Pri živalih z vstavljeno celično 
napravo fLucON pred indukcijo z dox nismo zaznali signala poročevalskega proteina. V 
inducirani skupini, smo po 24 h zaznali povišan signal poročevalskega proteina. V 
primeru skupine z vstavljeno celično napravo fLucOFF smo pred indukcijo dobili 
pozitiven signal pri vseh živalih, dan po indukciji z dox pa signala poročevalskega 
proteina pri induciranih živalih nismo zaznali (Slika 45). 
 
Slika 45: Testiranje inducibilnosti celične naprave in vivo. Mišim Balb/c smo 
subkutano vstavili celično napravo s kontrolnimi celicami (NIH3T3) ali stabilno linijo 
(fLucON ali fLucOFF). Pri kontrolni skupini (levo) ni prišlo do razlik v intenziteti signala 
v odvisnosti od časa ali dodatka dox. Pri sistemu ON (sredina) je prišlo do aktivacije 
poročevalskega proteina 24 h po stimulaciji z dox, v nestimulirani skupini signala 
poročevalskega proteina ni bilo zaznati. Pri sistemu OFF (desno) smo v skupini, 
stimulirani z dox izmerili padec signala po 24 h.  
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4.8 Inducibilna terapevtska naprava 
4.8.1 Priprava genskih konstruktov in načrtovanje režima sproščanja 
Z uporabo poročevalskega proteina kresničkine luciferaze smo potrdili inducibilnost in 
sposobnost aktivacije oziroma deaktivacije sistema ON oz. OFF. V naslednjem koraku 
smo pripravili sistem ON in OFF, v katerega smo namesto poročevalskega gena vstavili 
gene za različne bioaktivne molekule, ki imajo vlogo pri celjenju ran. Z uporabo literature 
smo izbrali terapevtske molekule in režim terapije, ki bi bil optimalen za čim boljše 
celjenje ran in pripravili rastni dejavnik TGF-β1 in protimikrobni protein katelicidin (LL-
37) v sistemu OFF ter rastne dejavnike EGF, FGF-2, KGF, VEGF-A in IL-1Ra v sistemu 
ON. (Slika 46).  
 
Slika 46: Shema pripravljenih konstruktov uporabljenih v inducibilni celični napravi. Za 
uporabo v inducibilni celični napravi smo v sistemu OFF pripravili zapise za TGF-β1 in peptid 
LL-37 in v sistemu ON zapise za EGF, FGF-2, KEG, VEGF-A in IL-1Ra. Dodatno smo v celični 
napravi uporabili tudi konstitutivno izražena IGF-I in PDGF-B.  
 
Z uporabo mešanice celičnih linij smo pripravili terapevtsko celično napravo, pri kateri 
lahko z uporabo induktorja dox utišamo izražanje enih in aktiviramo izražanje drugih 
genov, kar nam omogoča preklop med dvema stanjema (Slika 47). Inducibilna celična 
naprava iCombo9 konstitutivno tekom celotne terapije sprošča rastna dejavnika PDGF-B 
in IGF-I. Rastni dejavnik PDGF ima pomembno vlogo pri celjenju ran in se ob nastanku 
poškodbe sprošča v velikih količinah.12 Je tudi prvi rastni dejavnik, ki je dobil dovoljenje 
za uporabo s strani FDA.14 Sodeluje v vseh fazah celjenja ran. Ob poškodbi se sprošča iz 
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trombocitov ter povzroča kemotakso imunskih celic, fibroblastov in celic gladkih mišic 
na področje rane. Spodbuja tvorbo različnih rastnih dejavnikov s strani makrofagov ter 
vpliva na angiogenezo. PDGF vpliva na reepitelizacijo, saj spodbuja izločanje IGF-I. 6 
Tudi IGF-I sodeluje pri normalnem celjenju ran, njegove vrednosti pa so v kroničnih 
ranah zelo nizke.176 IGF-I izboljša gibljivost keratinocitov, zavira proteolitsko razgradnjo 
na področju rane ter izboljša preživetje različnih celic.12 V prvi fazi terapije celična 
naprava poleg PDGF in IGF-I sprošča tudi TGF-β1 in peptid LL-37. Oba se pri 
normalnem celjenju začneta sproščati na področje rane že v okviru faze vnetja,12,176,177 
vendar predvsem TGF-β1 ni zaželen v poznejših fazah celjenja, saj lahko povzroča 
pretirano brazgotinjenje.178 Ob indukciji z dox celična naprava iCombo9 preneha 
sproščati TGFβ1 in LL-37 ter preklopi na tvorbo EGF, FGF-2, KGF, VEGF-A in IL-1Ra, 
ki imajo pomembno vlogo pri epitelizaciji in normalnem celjenju. FGF-2 in VEGF-A tudi 
pomembno vplivata na angiogenezo in omogočita hitrejšo revaskularizacijo območja 
rane.12 Naša naprava tako v prvi fazi pospeši čiščenje področja rane in vpliva na migracijo 
različnih celičnih tipov. V drugi fazi vpliva na proliferacijo in migracijo celice ter 
posledično na nastajanje granulacijskega tkiva, angiogenezo in krčenje rane (Slika 47).    
 
 
Slika 47: Shematski prikaz profila sproščanja terapevtskih molekul iz celične naprave. V 
prvi fazi naprava sprošča PDGF-B, IGF-I, TGF-β1 in LL-37. Ob dodatku doksiciklina pride do 
prenehanja izražanja genov v sistemu OFF in do aktivacije genov v sistemu ON. Posledično 
naprava začne poleg konstitutivno izraženih IGF-I in PDGF-B izločati še EGF, FGF-2, VEGF-A 
ter IL-1Ra.  
 
4.8.2 Priprava inducibilnih celičnih linij 
Za pripravo inducibilne celične naprave iCombo9 smo najprej pripravili stabilne celične 
linije za vse inducibilne molekule opisane v prejšnjem poglavju. Uspešnost priprave 
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stabilnih celičnih linij in njihovo inducibilnost smo potrdili z uporabo testov ELISA. Kot 
je razvidno iz slike 38, so se vse linije ob indukciji z dox obnašale enako kot v primeru 
uporabe poročevalskega gena kresničkine luciferaze (Slika 43). Kot pričakovano na 
konstitutivno izražena IGF-I in PDGF-B pod nadzorom promotorja CMV dodatek dox ni 
imel vpliva (Slika 48 A, B). Koncentracija TGF-β1 v sistemu OFF se je ob dodatku dox 
znižala (slika 48 C). Indukcija z dox je povišala izražanje EGF, IL1-Ra in VEGF-A v 
sistemu ON (slika 48 D-F).  
 
Slika 48: Vpliv doksiciklina na izražanje in sekrecijo proteinov. Stabilne celične linije, ki 
nosijo zapis za posamezni konstitutivno ali inducibilno izražen rastni dejavnik, smo inducirali z 
dox in z uporabo testov ELISA izmerili koncentracijo rastnih dejavnikov v gojišču. A, B) 
Stimulacija z dox ni vplivala na izražanje IGF-I in PDGF-B. C) Ob dodatku dox je prišlo znižanja 
koncentracije TGF v sistemu OFF. D-E) Ob dodatku dox je prišlo do zvišanja izražanja proteinov 
EGF, IL-1Ra in VEGF pripravljenih v sistemu ON. 
 
Izražanje peptida LL-37 v sistemu OFF smo ovrednotili z uporabo qPCR. Rezultate smo 
normalizirali na vrednost izražanja peptida LL-37 pri netransficiranih celicah NIH3T3. 
Pri nestimuliranih celicah se je protimikrobni peptid LL-37 izražal. Ob stimulaciji z dox 
je raven mRNA za LL-37 upadla (Slika 49). 
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Slika 49: Izražanje protimikrobnega peptida LL-37. Z uporabo metode qPCR smo določili 
relativno izražanje mRNA peptida LL-37 v sistemu OFF. Vrednosti smo normalizirali na 
netransficirane celice NIH3T3. Relativno izražanje LL-37 ob dodatku dox se je zmanjšalo v 
primerjavi z izražanje LL-37 pri neinduciranih celicah (kontrola).  
 
4.8.3 Delovanje inducibilne celične naprave in vivo 
Pripravili smo inducibilno celično napravo iCombo9, ki vsebuje celične linije IGF-I, 
PDGF-B, LL-37 OFF, TGF-β1 OFF, EGF ON, FGF-2 ON, KGF ON, VEGF-A ON in 
IL-1Ra ON, ter njen vpliv na hitrost celjenja ran testirali in vivo na modelu celjenja rane. 
Ob vstavitvi je celična naprava sproščala IGF-I, PDGF, TGF-β1 in LL-37 (Slika 47, faza 
I). Tretji, četrti in peti dan po vstavitvi naprave, smo mišim inicirali dox, kar je povzročilo 
preklop celične naprave v fazo II (Slika 47, faza II). Celjenje smo spremljali sedem dni. 
Pri kontrolnih živalih z vstavljenimi netransficiranimi celicami NIH3T3 je votlo vlakno 
ostalo izpostavljeno, celjenje kljub dodatku dox ni bilo pospešeno. Ob prisotnosti celične 
naprave, je prišlo do de novo formacijo tkiva, ki je pokrilo celično napravo. Histološka 
analiza (H&E ter TRI barvanje) je pokazala izboljšanje celjenja rane ob prisotnosti 
celične naprave. Vidno se je povečala koncentracija granulacijskega tkiva, prišlo je do 
tvorbe epitelijskih jezikov, granulacijsko tkivo je prekrilo celično napravo (Slika 50).  
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Slika 50: Delovanje inducibilne celične naprave v pogojih in vivo. Mišim smo na področje 
rane namestili kontrolno ali iCombo9 celično napravo. Po enem tednu celjenja smo fotografirali 
področje rane in izvedli histološko analizo. Histološke vzorce smo barvali s klasičnim H&E ter 
Massonovim trichrome barvanjem (TRI). S puščico je označeno granulacijsko tkivo, ki je prekrilo 
celično napravo.  
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Izmerili smo tudi koncentracije reprezentativnih rastnih dejavnikov v serumu miši z 
vstavljeno inducibilno celično napravo (Slika 51). S testi ELISA nismo zaznali razlik v 
serumskih koncentracijah med neinduciranimi in z dox induciranimi mišmi, ne glede na 
to, ali smo merili koncentracijo rastnih dejavnikov v sistemu ON (EGF ON), OFF (TGF-
β1 OFF) ali konstitutivno izražene rastne dejavnike (IGF).  
 
Slika 51: Serumske koncentracije rastnih dejavnikov. Z uporabo testov ELISA smo izmerili 
serumske koncentracije rastnih dejavnikov pri miših v odvisnosti od dodatka induktorja dox. 
Neodvisno od uporabljenega sistema (sistem ON: EGF, sistem OFF: TGF-β1 ali konstitutivno 
izražanje: IGF) nismo zaznali razlik v serumskih koncentracijah rastnih dejavnikov med 
induciranim in neinduciranem stanjem.  
 
4.9 Izbira sistema za izboljšanje varnosti celične terapije  
Kljub enkapsulaciji celic v votla vlakna še vedno obstaja nevarnost, da pride do poškodbe 
le-tega in do sproščanja celic iz celične naprave. Praviloma pobegle celice prepozna 
imunski sistem in jih uniči, vendar se lahko zgodi, da se celice izognejo imunskemu 
odgovoru, kar lahko vodi do različnih neželenih učinkov. Ob vnosu GSO celic v telo 
lahko le-te dodatno spremenimo in jim poleg genov za izločanje želenih terapevtskih 
učinkovin dodamo tudi gene za varnostne mehanizme. Eden od pristopov za izboljšanje 
varnosti je priprava sintetičnih avkstrofov, pri katerih vnesemo prezgodnje terminacijske 
gene v esencialne gene, zato takšni organizmi lahko preživijo le v prisotnosti zunanjega 
signala.  
V okviru doktorske naloge smo testirali dva sistema za preskok prezgodnjih 
terminacijskih kodonov: (i) sistem z uporabo malih molekul (antibiotika G418 in 
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PTC124) ter (ii) sistem, ki temelji na uporabi aminoacil-tRNA-sintetaze v kombinaciji z 
ustrezno tRNA (RS/tRNA) (Slika 52).  
 
Slika 52: Shematski prikaz preskakovanja prezgodnjih terminacijskih kodonov. Pri uporabi 
malih molekul se le-te vežejo na ribosom in povzročijo konformacijske spremembe, ki omogočijo 
vezavo podobne tRNA ter posledično vstavitev aminokisline na mesto kodona stop in sintezo 
proteina. Pri drugem sistemu gre za uporabo specifične tRNA-sintetaze v kombinaciji s tRNA, ki 
prepoznava stop kodon (supresorska tRNA), se nanj veže in omogoči vgraditev sintetične 
aminokisline v nastajajočo polipeptidno verigo.  
 
Uporaba malih molekul za omogočanje preskoka PTC bi bila najboljša opcija, saj njihovo 
dodajanje ne bi predstavljalo dodatnega metabolnega bremena za celice. Aminoglikozidni 
antibiotiki so bili prve spojine, za katere so odkrili, da omogočajo premostitev 
prezgodnjih terminacijskih kodonov. Vendar so učinkoviti le v visokih nefro- in 
ototoksičnih koncentracijah.179 Zato smo si izbrali majhno molekulo PTC124 (Ataluren), 
ki jo že uporabljajo v kliničnih testiranjih za zdravljenje Duchennove mišične distrofije 
in pri nizkih terapevtskih koncentracijah nima toksičnih učinkov.180  
Kot drugi sistem smo si izbrali aminoacil-tRNA-sintetazo (RS) E. coli s specifičnimi 
mutacijami, ki omogočajo prepoznavo sintetične aminokisline, v kombinaciji z ustrezno 
tRNA iz B. stearothermophilus, ki se veže na kodon TAG (supresorska tRNA). 
Aminoacil-tRNA-sintetaza prepozna sintetično aminokislino (sAA) in katalizira acilacijo 
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supresorske tRNA, ki nato prepozna mesto prezgodnjega terminacijskega kodona TAG 
ter tako z vgradnjo sAA omogoči nadaljnjo sintezo proteina.  
4.10 Preskok prezgodnjega kodona stop z uporabo malih molekul 
Za testiranje učinkovitosti preskakovanja prezgodnjega terminacijskega kodona s strani 
G418 in PTC124 smo uporabili že opisan poročevalski gen z zelenim fluorescentnim 
proteinom (GFP) z mutacijo na mestu Tyr40 v stop kodon TAG (TAG40).181 Ker celice 
HEK293T vsebujejo zapis za odpornost (razgradnjo) proti gentamicinu in posledično 
njegov analog G418, smo za ovrednotenje delovanja majhnih spojin uporabili celice 
HEK293. Celice smo transficirali s kontrolnim plazmidom, poročevalskim proteinom 
GFP ali TAG40 ter z uporabo prenosa western in konfokalno mikroskopijo ovrednotili 
njihovo izražanje (Slika 53).  
 
Slika 53: Od malih molekul odvisno preskakovanje kodona stop. A) Shema poročevalskega 
proteina z mutacijo TAG na mestu 40. aminokisline (TAG40). B-C) Celice HEK293 smo 
transficirali s poročevalskim plazmidom GFP, kontrolnim plazmidom (ctrl) ali plazmidom 
TAG40 ter jih stimulirali z dodatkom antibiotika G418 (G) ali molekule PTC124 (P). Izražanje 
poročevalskih genov smo ovrednotili z uporabo prenosa western (B) ali konfokalne mikroskopije 
(merilo 200 µm)(C).  
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S prenosom western in imunodetekcijo smo pokazali izražanje poročevalskega konstrukta 
TAG40 ob prisotnosti G418, ki je bilo skoraj zanemarljivo v primerjavi s kontrolnim 
divjim tipom GFP. Ob dodatku PTC124 nismo zaznali izražanja poročevalca TAG40 
(Slika 43 B). Z uporabo konfokalne mikroskopije nismo zaznali signala poročevalca 
TAG40 ob dodatku G418 ali PTC124 (Slika 53 C). Na podlagi dobljenih rezultatov smo 
zaključili, da je sistem preskakovanja terminacijskih kodonov v primeru naših poskusnih 
pogojev neučinkovit, zato ga ne moremo uporabiti v okviru varnostnega sistema.  
 
4.11 Sistem BpaRS/tRNA omogoča vgradnjo sintetične aminokisline 
Ker z uporabo malih molekul G418 in PTC124 nismo dobili želenih rezultatov, smo se 
osredotočili na preskakovanje terminacijskih kodonov z uporabo aminoacil-tRNA-
sintetaze skupaj s primerno tRNA (RS/tRNA). Izbrali smo si že prej opisan sistem 
mutante aminoacil-tRNA-sintetaze, ki specifično prepoznava sintetično aminokislino 
Bpa in katalizira reakcijo s specifično tRNA. Sintetaza izvira iz E.coli in prepoznava 
modificirano tRNA, kar zagotavlja ortogonalnost sistema. Za izražanje tRNA v sesalskih 
celicah s strani RNA polimeraze III, sta potrebna interna promotorja »A in B box«, ki ju 
vsebuje tRNAtyr Bacillus stearothermophilusa. Po zgledu Sakamoto in sod. smo uvedli 
mutacije za prepoznavo antikodona CUA ter na koncu 5' tRNA dodali dodatno 5' 
zaporedje (ang. »5' flanking sequence«) humane tRNAtyr.182 Na koncu 3' smo odstranili 
eno ponovitev CCA  in po zgledu literature dodali zaporedje terminatorja polimeraze III 
iz humane tRNAmet 183 in tako pripravili BstRNA   
   
 (v nadaljevanju tRNA). Z insercijsko 
mutagenezo smo v gen za tirozin-tRNA-sintetazo (E.coli) vnesli mutacije na mestih 
Y37G, D182G, L186A, da smo dobili p-benzoil-L-fenilalanin-tRNA-sintetazo 1 (BpaRS-
1) in Y37G, D182G, F183Y, L186M za BpaRS2 (Slika 54). Obe tRNA-sintetazi 
specifično prepoznavata BstRNA   
   
, in nenaravno aminokislino Bpa ter katalizirata 
reakcijo med njima. Supresorska tRNA z dodano Bpa prepozna prezgodnji terminacijski 
kodon in omogoči vgradnjo aminokisline Bpa na mesto kodona TAG.184  
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Slika 54: Aminoacil-tRNA sintetaza z označenimi mesti točkovnih mutacij. Z rdečo so 
označena mesta aminokislin Y37, D182 in L186 (BpaRS-1), z vijolično je označeno mesto F183 
(BpaRS-2).  
Za homogeno transfekcijo sesalskih celic je zaželeno, da uporabimo čim manjše število 
različnih plazmidov. S tem namenom smo pripravili konstrukta, kjer smo na enem 
plazmidu združili štiri ponovitve tRNA in BpaRS (1 ali 2) pod nadzorom promotorja 
CMV (pONY 1.4 ali pONY 2.4) (Slika 55 A). S pripravljenimi konstrukti smo 
transficirali celice HEK293T ter izražanje sintetaz preverili z uporabo prenosa western in 
imunodetekcijo (Slika 55 B). Vidimo, da ni bilo razlik v izražanju sintetaz BpaRS1 in 
BpaRS2 na ločenih plazmidih ali plazmidih, ki poleg genov za sintetaze kodirajo tudi za 
tRNA (pONY1.4 in pONY2.4).  
 
Slika 55: Izražanje BpaRS1 in BpaRS2 na ločenih ali s tRNA združenih plazmidih. A) 
Shematski prikaz uporabljenih plazmidov. Plazmida BpaRS sta sestavljena iz tRNA-sintetaze 1 
ali 2, plazmid tRNA sestavljajo štiri ponovitve supresorske tRNA, pONY plazmida sta sestavljena 
iz štirih ponovitev tRNA, združenih z zaporedjem za sintetazo BpaRS1 ali BpaRS2 (pONY1.4 ali 
pONY2.4). B) Celice HEK293T smo transficirali z BpaRS1, BpaRS2, pONY1.4 ali pONY2.4. 
Raven izražanja poročevalskega proteina TAG40 smo določili z uporabo prenosa western.185  
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Za testiranje uspešnosti vgradnje sAA Bpa smo celice HEK293T transficirali s 
poročevalskim plazmidom TAG40, s tRNA, s sintetazo na samostojnem plazmidu ali 
združeno s tRNA (pONY1.4 ali pONY2.4) ter celice stimulirali z Bpa. Z merjenjem 
intenzitete fluorescence GFP v celičnih lizatih smo pokazali, da ni prisotnih večjih razlik 
v izražanju poročevalskega proteina med celicami hkrati transficiranimi s tRNA in 
BpaRS1 na ločenih plazmidih ali s plazmidi pONY, na katerih sta BpaRS in tRNA 
združeni. Hkrati ni vidnih bistvenih razlik med delovanjem sintetaze BpaRS1 in BpaRS2 
(pONY1.4 in pONY2.4) (Slika 56), zato smo v vseh nadaljnjih eksperimentih uporabljali 
le še konstrukt pONY1.4.  
 
Slika 56: Izražanje poročevalskega proteina ob prisotnosti različnih variant tRNA-
sintetaze. Celice HEK293T smo transficirali s kontrolnim plazmidom, plazmidi z zapisi za tRNA, 
BpaRS (na ločenem plazmidu ali na plazmidu pONY1.4 ali pONY 2.4) in poročevalskim 
plazmidom TAG40 ter celice stimulirali z dodatkom Bpa.185  
 
4.12 Identifikacija dodatnega permisivnega mesta za vgradnjo nenaravne 
aminokisline 
Iskanje permisivnih mest v esencialnih genih, ki omogočajo vgradnjo sintetičnih 
aminokislin in ne vplivajo na njihovo funkcijo, je lahko izredno zahtevno in dolgotrajno. 
Predpostavili smo, da bi lahko kodon stop vnesli takoj za mestom iniciacije translacije 
ATG, pri čemer ne bi bistveno vplivali na funkcijo proteina, saj bi šlo za adicijo in ne 
substitucijo. Koncept smo testirali z uporabo različnih poročevalcev z zelenim 
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fluorescentnim proteinom. Z uporabo insercijske mutageneze smo pripravili 
poročevalske konstrukte, pri katerih smo eno (1xTAG), dve (2xTAG) ali tri (3xTAG) 
ponovitve TAG vnesli takoj za mestom start kodona ATG (Slika 57).  
 
Slika 57: Shematski prikaz poročevalskih konstruktov. Z adicijo različnega števila kodona 
stop za mestom začetka translacije poročevalskega proteina smo pripravili poročevalce 1xTAG, 
2xTAG in 3xTAG.  
 
Celično linijo HEK293T smo transficirali s kontrolnim plazmidom ali poročevalskim 
plazmidom skupaj ali v odsotnosti plazmida pONY1.4. S spremljanjem relativne 
fluorescence smo potrdili izražanje poročevalskih proteinov le v prisotnosti sintetaze, 
tRNA in sintetične aminokisline Bpa, s čimer smo potrdili ortogonalnost in specifičnost 
sistema. Najvišje vrednosti fluorescence smo izmerili v primeru reporterjev 1xTAG in 
TAG40, ki imata vsak po en stop kodon (Slika 58 A). Izražanje poročevalskih konstruktov 
smo spremljali tudi z uporabo konfokalne mikroskopije. Dobljeni rezultati so v skladu z 
rezultati relativne fluorescence in potrjujejo specifično izražanje poročevalskih genov ob 
dodatku aminokisline Bpa. Najvišji signal fluorescence smo tudi v primeru konfokalne 
mikroskopije zaznali pri reporterju 1xTAG in TAG40 (Slika 58 B). Izražanje 
poročevalcev 2xTAG in 3xTAG je bilo tako v primeru merjenja relativne fluorescence 
kot tudi konfokalne mikroskopije zanemarljivo.  
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Slika 58: Učinkovitost preskakovanja kodona stop z uporabo različnih poročevalskih 
plazmidov. A, B) Celice HEK293T smo transficirali s poročevalci z različnim številom kodonov 
stop in s plazmidom pONY1.4, celice stimulirali z Bpa ter določili relativno fluorescenco (A)185 
oziroma celice vizualizirali z uporabo konfokalne mikroskopije (merilo 200 µm)(B).  
 
4.13 Puščanje poročevalcev in njihova izboljšava 
V primeru, ko varnostni sistem temelji na uvedbi prezgodnjih terminacijskih kodonov, 
puščanje sistema ni zaželeno. Analiza s prenosom western in pretočno citometrijo je 
pokazala, da pride pri poročevalskih genih 1xTAG in TAG40 s samo enim terminacijskim 
kodonom do neželenega puščanja sistema in izražanja poročevalca tudi brez dodatka 
RS/tRNA in sintetične aminokisline Bpa (Slika 59). Pri poročevalskih konstruktih z več 
sosednjimi ponovitvami kodona TAG (2xTAG in 3xTAG) je prišlo do slabega izražanja, 
ki je bilo tudi ob dodatku Bpa primerljivo s puščanjem (Slika 59).  
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Izražanje poročevalskega proteina 1xTAG jasno kaže, da smo z adicijo kodona stop takoj 
za mestom začetka translacije ATG identificirali dodatno permisivno mesto za vgradnjo 
nenaravne aminokisline v protein. Da bi zagotovili večjo robustnost sistema v primeru 
točkovnih mutacij ter zmanjšali puščanje sistema v odsotnosti nenaravne aminokisline, 
smo pripravili dodatni poročevalski konstrukt, pri kateremu smo kodon TAG vnesli na 
mesto 2. in 41. aminokisline (1xTAG40) (Slika 59 A). Tako izboljšan poročevalski 
protein se je izražal v prisotnosti aminokisline Bpa, kar smo potrdili s prenosom western 
(Slika 49 B) in pretočno citometrijo (Slika 59 C). Izražanje 1xTAG40 je bilo nekoliko 
slabše kot izražanje 1xTAG in TAG40, vendar za razliko od ostalih konstruktov puščanje 
1xTAG40 v odsotnosti Bpa in RS/tRNA ni bilo prisotno.  
 
Slika 59: Število in položaj kodonov TAG vpliva na puščanje poročevalskega sistema. A) 
Shematski prikaz izboljšanega poročevalca s kodonoma TAG na mestih 2 in 41 glede na začetek 
translacije (1xTAG40). B, C) Celice HEK293T smo transficirali s kontrolnim plazmidom, 
plazmidom GFP ali različnimi poročevalskimi plazmidi skupaj s plazmidom pONY1.4. 
Transficirane celice smo gojili v prisotnosti ali odsotnosti Bpa (1 mM). Izražanje različnih 
poročevalskih genov smo ovrednotili s prenosom western (B)185 ali pretočno citometrijo (C). 
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Molekularno dogajanje tekom celjenja ran je sorazmerno dobro poznano, vendar določeni 
mehanizmi signalizacije in uravnavanja celjenja še vedno niso raziskani.186 Kronične rane 
v zahodnem svetu kljub napredku medicine, še vedno predstavljajo veliko breme za 
zdravstveni sistem.38 Velik potencial za izboljšanje trenutnih terapij za celjenje ran imajo 
matične celice in rastni dejavniki. Nekatere raziskave so nakazale, da ima mešanica 
rastnih dejavnikov kombinatorni ali sinergistični vpliv na celjenje.51,187,188 Vendar imajo 
pristopi z uporabo matičnih celic ali izoliranih rastnih dejavnikov svoje omejitve. 
Različne skupine so z uporabo sintezne biologije razvile že vrsto celičnih naprav, ki 
sproščajo terapevtske učinkovine,101,129 po zgledu katerih bi lahko pripravili celično 
napravo za izboljšanje celjenja ran.  
Cilj doktorske naloge je bila priprava in testiranje celične naprave za terapije kroničnih 
ran, ki preko sproščanja različnih rastnih dejavnikov in drugih zdravilnih učinkovin 
posnema delovanje matičnih celic, hkrati pa z enkapsulacijo celic zagotovimo večjo 
varnost terapij. Dodatno smo želeli identificirati permisivno mesto za vstavitev 
prezgodnjih terminacijskih kodonov, ki bi jih lahko uporabili pri različnih proteinih, in 
tako pripravili sintetične avksotrofne celice. S pripravo celic, katerih preživetje bi bilo 
odvisno od zunanjega signala, bi tako še dodatno izboljšali varnost celične terapije.  
5.1 Priprava stabilnih celičnih linij  
Ob transfekciji celic s plazmidom, ki vsebuje zapis za želeni gen in gen za odpornost na 
antibiotik, po dolgotrajnejši prisotnosti antibiotika, v drugače toksičnih koncentracijah, 
preživijo le celice, ki so v genom stabilno vgradile vneseno plazmidno DNA.189 Zapise 
za izbrane rastne dejavnike smo v plazmidih pripravili skupaj z zapisi za sekrecijske 
signale, zato smo pričakovali, da se bodo transficirani rastni dejavniki izražali in izločali 
iz stabilnih celičnih linij.  
Uspešnost priprave stabilnih celičnih linij smo potrdili z uporabo testov ELISA. Na 
podlagi rezultatov, ki kažejo, da se vsi pripravljeni RF sproščajo v gojišče, smo sklepali, 
da se v gojišče sprošča tudi KGF, čeprav zaradi nedelovanja testa ELISA tega nismo 
mogli dokazati.  
Kadunc L. Priprava enkapsuliranih celice za dostavo rastnih dejavnikov.   
   Doktorska disertacija. Medicinska fakulteta. Univerza v Ljubljani, 2020 
112 
 
5.2 Izolacija matičnih celic 
Matične celice pospešijo celjenje ran predvsem s sproščanjem številnih biološko aktivnih 
molekul.96 S celično napravo, ki sprošča vrsto zdravilnih učinkovin, smo želeli posnemati 
delovanje matičnih celic. Da smo lahko primerjali delovanje matičnih celic in terapevtske 
celične naprave, smo najprej izolirali mezenhimske matične celice iz miši, katerih 
izolacija in gojenje je težavnejše v primerjavi s človeškimi ali podganjimi MSC.190 
Morfološke značilnosti celic, izoliranih iz mišjega maščobnega tkiva so bile v skladu s 
pričakovano morfologijo matičnih celic.  
Prisotnost posameznih pozitivnih in negativnih označevalcev je pogoj za potrditev 
uspešnosti izolacije matičnih celic. Podatki iz literature kažejo, da splošni negativni in 
pozitivni označevalci matičnih celic včasih niso edino vodilo za potrditev uspešnosti 
izolacije. Izražanje posameznih pozitivnih in negativnih označevalcev je vezano tudi na 
vir in metodo izolacije.191 Pomembna je tudi vrstna specifika, saj določene vrste na 
površini matičnih celic izražajo druge označevalce ali pa je nivo njihovega izražanja 
različen.192 Celice, ki smo ji izolirali iz C57BL/6J miši, niso izražale negativnih 
označevalcev CD14 in CD11, majhen odstotek celic je izražal označevalec CD34. 
Izolirane celice so močno izražale pozitivna označevalca Sca-1 in CD90, nekoliko slabše 
se je izražal označevalec CD105. Ti rezultati se ujemajo s podatki, objavljenimi s strani 
Sung in sod., ki so pokazali, da izražanje površinskih označevalcev matičnih celic ni 
odvisno le od živalske vrste, temveč tudi od seva, ter da MSC izolirane iz miši C57BL/J6 
v majhni meri izražajo CD34 in hkrati slabše izražajo CD105.157  
Matične celice, izolirane iz maščobnega tkiva, so multipotentne in se lahko med drugim 
diferencirajo v adipocite, hondrocite, miocite, osteoblaste in nevrone.193 Diferenciacija 
izoliranih celic je tudi ena od metod za potrditev uspešnosti izolacije matičnih celic.158  
Na podlagi dobljenih rezultatov morfologije, izražanja označevalcev in sposobnosti 
diferenciacije lahko zaključimo, da smo uspešno izolirali matične celice iz maščobnega 
tkiva miši.  
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5.3 Analiza gojišča, v katerem so rasle različne celice, in njegov vpliv na 
celice v pogojih in vitro 
V doktorskem delu smo v prvi hipotezi predpostavili, da bo imela kombinacija rastnih 
dejavnikov večji vpliv na zapiranje raze v pogojih in vitro kot posamezni rastni dejavniki. 
V ta namen smo netransficirane celice (NIH3T3), matične celice in stabilne celične linije, 
ki izločajo rastne dejavnike, gojili v gojišču brez seruma. Tako pripravljeno gojišče smo 
dodajali različnim celicam ter ovrednotili vpliv le-tega.  
Najprej smo analizirali sekretom matičnih, kontrolnih in mešanice celic. Na podlagi 
dobljenih rezultatov obogatitvene analize smo predvidevali, da bosta tako gojišče 
matičnih celic, kot gojišče mešanice celic spodbudila celjenje, vendar pa bosta pri celicah 
sprožila različne odzive. Biološki vpliv posameznega rastnega dejavnika, njihove 
mešanice in gojišča matičnih celic smo testirali z uporabo testa hitrosti zapiranja raz. Test 
je enostaven in omogoča spremljanje hitrosti migracije celic v pogojih in vitro.194 Za 
boljše razumevanje odziva celice na dodatek gojišča, v katerem so rasle določene celice, 
smo sekvenirali mRNA fibroblastov.  
Analiza sekretoma je razkrila, da je bilo v gojišču matičnih celic v primerjavi s kontrolo 
znižanih 327 ter povišanih 179 proteinov. Iz rezultatov hitrosti zapiranja raze vidimo, da 
je dodatek gojišča matičnih celic pospešil zapiranje raze v primeru človeških 
keratinocitov in mišjih fibroblastov. To kaže, da kljub manjšemu številu proteinov v 
gojišču matične celice izločajo proteine, ki so pospešili hitrost migracije celic. Analiza 
izražanje genov fibroblastov MSF v prisotnosti gojišča, v katerem so rasle matične celice, 
nas je presenetila. V primerjavi s kontrolnim gojiščem je prišlo ob dodatku gojišča ADSC 
do povišanja 162 genov ter znižanja 128 genov. Med geni s povišanim izražanjem nismo 
identificirali nobene obogatene biološke kategorije. Pri genih z znižanim izražanjem smo 
identificirali le 9 obogatenih bioloških kategorij. Kljub temu, smo v skladu z rezultati 
drugih skupin96 z uporabo modela hitrosti zapiranja raze pokazali, da gojišče matičnih 
celic pospeši migracijo fibroblastov MSF ter keratinocitov HaCaT v primerjavi s 
kontrolo. Vsekakor pa bi bilo zanimivo podrobneje raziskati tudi razlog za nizke 
spremembe v izražanju genov celic MSF, ob dodatku gojišča matičnih celic.  
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Kljub temu da so stabilne celične linije v mešanici celic vsebovale dodatne zapise za le 
osem rastnih dejavnikov (EGF, FGF-2, HGF, IGF-I, KGF, PDGF-B, TGFβ-1 in VEGF-
A), je bila razlika v sekretomu glede na kontrolne celice velika. V gojišču mešanice celic 
smo v primerjavi s kontrolnim gojiščem identificirali 145 proteinov, katerih vrednosti so 
bile znižane, in 157 proteinov z zvišanimi vrednostmi. Razlog za takšne razlike je 
najverjetneje v signalizaciji rastnih dejavnikov. Rastni dejavniki, ki jih izločajo stabilne 
celične linije, delujejo tudi avtokrino. Signalizacija rastnih dejavnikov je zelo kompleksna 
in vpliva na številne celične procese,195 do česar je prišlo tudi v primeru mešanice 
stabilnih celičnih linij, kar je najverjetneje povzročilo razliko v proteinih, identificiranih 
v sekretomu celic. Gojišče z mešanico rastnih dejavnikov je pospešilo hitrost zapiranja 
raze tako v primeru fibroblastov kot keratinocitov. Analiza izražanja genov pri celicah 
MSF ob dodatku mešanice gojišč z rastnimi dejavniki (v primerjavi s kontrolo) je 
pokazala, da pride do znižanja in zvišanja mnogih genov, ki sodijo v številne biološke 
kategorije. V okviru obogatenih bioloških kategorij genov s povišanim izražanjem smo 
med drugim identificirali funkcionalno skupino razgradnje kolagena. Zunajcelični 
matriks v večini sestavlja kolagen, ki ga proizvajajo kožni fibroblasti. Razgradnja ECM 
je esencialnega pomena pri normalnem celjenju ran.196 Kolagenaze izločajo tako 
keratinociti kot tudi fibroblasti, saj delna razgradnja kolagena omogoča boljšo migracijo 
celic.197 Rezultati sekretoma kažejo povišanje proteinov vpletenih v signalizacijo RF in 
celjenja ran. Posledično je znižano izražanje genov pri celicah MSF znotraj kategorij 
celične migracije, stimulacije z rastnimi dejavniki in razvoj krvnih žil, za katere smo 
pričakovali, da bodo ob dodatku rastnih dejavnikov povišani, lahko posledica aktivacije 
negativnih povratnih zank, ki se npr. v primeru signalizacije EGF, sprožijo že nekaj ur po 
aktivaciji signalne poti.198  
V literaturi so v gojišču, v katerem so rasle matične celice, pogosto identificirali visoke 
vrednosti različnih rastnih dejavnikov,93–96 zato smo predvidevali, da bo vpliv mešanice 
celic, ki izločajo rastne dejavnike, podoben vplivu gojišča matičnih celic. Kljub temu da 
sta tako gojišče matičnih celic kot mešanica gojišč (z rastnimi dejavniki EGF, FGF-2, 
HGF, IGF-I, KGF, PDGF-B, TGFβ-1 in VEGF-A) pospešila hitrost zapiranja raze in 
vitro, pa so bile glede na tip celic vidne očitne razlike med vplivom posameznega gojišča. 
To smo skušali razjasniti s primerjavo gojišča mešanice in gojišča matičnih celic.  
Kadunc L. Priprava enkapsuliranih celice za dostavo rastnih dejavnikov.   
   Doktorska disertacija. Medicinska fakulteta. Univerza v Ljubljani, 2020 
115 
 
Ob primerjavi gojišča, v katerem so rasle matične celice, in gojišča, v katerem je rasla 
mešanica celic, smo identificirali 249 proteinov, ki so bili povišani v vzorcu mešanice 
celic, in 170 proteinov, povišanih v gojišču matičnih celic. Z uporabo sistema PANTER 
smo klasificirali proteine glede na njihovo biološko funkcijo. Večina bioloških funkcij je 
bila zastopana v obeh vzorcih, razlika je bila le v deležu, ki ga je predstavljala posamezna 
kategorija bioloških procesov. V okviru obogatenih proteinov v gojišču matičnih celic 
smo identificirali biološke kategorije, ki se nanašajo predvsem na organizacijo 
citoskeleta, adhezijo in celični transport. Pri dinamičnem procesu celjenja ran ima 
pomembno vlogo organizacija citoskeleta, saj sodeluje pri krčenju rane, aktivaciji 
različnih popravljalnih mehanizmov in celični migraciji. Družina Rho GTPaz nadzoruje 
spremembe citoskeleta, ki je podlaga za procese celjenja. Na ravni celice ob poškodbi 
igra veliko vlogo transport veziklov, ki omogoči obnovitev integritete poškodovane 
celice. V kontekstu tkiva, prisotnost Rho GTPaz povzroči tvorbo obroča aktinsko 
miozinskih vlaken, kar omogoči krčenje področja rane.199 Ob poškodbi se keratinociti na 
robu rane organizirajo v strukture, imenovane fokalni adhezioni, ki omogočajo njihovo 
optimalno migracijo na področje rane.200 V pogojih in vitro keratinociti tvorijo strukture, 
ki služijo kot sidrišče za aktinski citoskelet. Ob migraciji celice pride preko celičnih 
stikov do nastanka vlečne sile, ki povzroči migracijo okoliških celic in posledično pospeši 
migracijo vseh keratinocitov na robu rane.200 Ravno to je najverjetnejši razlog, da je 
gojišče matičnih celic imelo večji vpliv na zapiranje raze v primeru uporabe keratinocitov 
kot fibroblastov. Hkrati pojasni tudi večji odstotek zaprtja raze keratinocitov ob 
prisotnosti gojišča matičnih celic v primerjavi z mešanico rastnih dejavnikov.  
V gojišču mešanice stabilnih celičnih linij v primerjavi z gojiščem matičnih celic, smo 
med proteini s povišanim izražanjem identificirali biološke kategorije, ki so neposredno 
povezane s celjenjem ran. V gojišču mešanice celic so bile povišane koncentracije 
proteinov, ki omogočajo epitelno-mezenhimski prehod (EMT), tekom katerega pride do 
sprememb v citoskeletu epitelijskih celic in njihovi interakciji z ECM ter posledično 
poveča njihovo mobilnost.201 Tako v gojišču matičnih celic kot tudi mešanice celic so bili 
obogateni proteini, ki sodelujejo pri gibanju, vendar pa so v kontekstu z ostalimi proteini 
posameznega gojišča imeli drugačen vpliv na hitrost migracije celic in vitro. V gojišču 
mešanice celic so bili povišani tudi proteini, ki sodijo v kategorijo produkcije citokinov, 
celične rasti, kemotakso levkocitov, signalizacije preko tirozin kinaz ter kategorijo 
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rastnega dejavnika TGF-β in IGF-I. Citokini, predvsem IL-1 in IL-6, delujejo avto- in 
parakrino ter pospešijo migracijo in proliferacijo keratinocitov.6 Rastni dejavnik TGF- β1 
sodeluje pri vseh fazah celjenja ran6 ter skupaj z drugimi rastnimi dejavniki signalizira 
preko receptorjev tirozin kinaz, in signalne poti ERK1/2,202 kar pojasni obogatitev 
slednjih kategorij. V gojišču mešanice različnih stabilnih celičnih linij je prisotnih mnogo 
proteinov, ki pospešujejo celjenje ran. Predvidevamo, da je ravno zaradi kompleksnega 
prepleta signalizacije različnih rastnih dejavnikov mešanica rastnih dejavnikov imela 
največji vpliv na hitrost zapiranja raze v primeru fibroblastov MSF. Razlog za slabše 
delovanje mešanice rastnih dejavnikov na keratinocite HaCaT lahko pripišemo tudi 
celični specifiki, saj je znano, da imajo rastni dejavniki različne vplive glede na celični 
tip.2 Kljub visoki evolucijski ohranjenosti rastnih dejavnikov in njihovih receptorjev,203 
so lahko vplivi mišjih RF na človeške keratinocite tudi posledica medvrstnih razlik. Za 
boljšo in vitro ovrednotenje bi bilo zato smiselno testirati tudi vpliv rastnih dejavnikov 
na mišje keratinocite. 
Vnos zapisov za osem rastnih dejavnikov je povzročil spremenjeno izražanje več kot 300 
proteinov v primerjavi s kontrolo, zato predvidevamo, da je tudi izražanje enega rastnega 
dejavnika imelo velik vpliv na sekretom celic. Posledično razlike v hitrosti migracije celic 
v prisotnosti posameznega rastnega dejavnika najverjetneje ne moremo pripisati le enemu 
dejavniku v gojišču, temveč bi za natančno razumevanje dogajanja morali analizirati 
sekretom posameznih stabilnih celičnih linij. Kljub temu lahko zaključimo, da je 
mešanica gojišča, ki je vsebovala različne rastne dejavnike, signifikantno izboljšala 
hitrost migracije celic in delovala boljše kot posamezni rastni dejavnik, s čimer smo 
potrdili prvo hipotezo doktorskega dela.   
 
5.4 Priprava celične naprave in njeno delovanje  
Enkapsulacija celic zagotavlja dodatno varnost celičnih terapij, uporaba 
makroenkapsulacije pa omogoča odstranitev celic po koncu terapije.204 Pri enkapsulaciji 
celic v različne sisteme je lahko problematično preživetje celic, saj je visoka viabilnost 
ključna za delovanje celičnih naprav.117 Po podatkih iz literature celice v votlih vlaknih 
preživijo vsaj 14 dni v pogojih in vitro ter in vivo, vlakna pa so biokompatibilna.205 Z 
merjenjem izločanja rastnih dejavnikov v gojišče smo pokazali, da se iz celične naprave 
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sproščajo rastni dejavniki tekom daljšega časovnega obdobja. Povišane koncentracije 
rastnih dejavnikov v gojišču so posledica njihove tvorbe s strani enkapsuliranih celic, kar 
dodatno kaže, da celice v celični napravi preživijo tudi daljše časovno obdobje in hkrati 
še vedno sproščajo rastne dejavnike. Celične naprave z enkapsuliranimi celicami so 
uporabili že za zdravljenje poškodb miokarda,206,207 regeneracijo kosti208 in 
nevrodegenerativnih bolezni.209 
V drugi hipotezi smo predpostavili, da bo imela celična naprava, ki bo izločala bioaktivne 
molekule, pozitiven vpliv na hitrost celjenja rane v pogojih in vivo, ki bo boljši ali 
primerljiv z vplivom matičnih celic. V ta namen smo delovanje celične naprave testirali 
na mišjem modelu celjenja rane, kjer smo primerjali vpliv kontrolne naprave (celice 
NIH3T3), naprave z matičnimi celicami in naprave Combo8, z enkapsulirano mešanico 
stabilnih celičnih linij. 
V primeru vstavljene celične naprave Combo8 je prišlo do pospešene tvorbe 
granulacijskega tkiva, ki je prekrilo področje rane v samo sedmih dneh ter v primerjavi s 
kontrolo in skupino z matičnimi celicami izboljšalo hitrost celjenja. Analiza sekretoma 
mešanice celic je pokazala, da v primeru mešanice celic pride do obogatitve proteinov, ki 
med drugim sodelujejo pri proliferaciji, produkciji citokinov, kemotaksi levkocitov, 
razvoju krvnih žil, epitelno mezenhimskem prehodu in signalizaciji rastnih dejavnikov. 
Razvoj žil omogoča izboljšano oksigenacijo tkiva, angiogeneza pa je eden izmed ključnih 
procesov pri celjenju ran.210 Rastni dejavnik TGF-β skupaj z drugimi rastnimi dejavniki 
signalizira preko tirozin kinaz in ERK1/2 signalne poti, ki med drugim vpliva tudi na 
EMT.202 Epitelno mezenhimski prehod poleg TGF- β inducirajo tudi številni drugi rastni 
dejavniki (npr. EGF, FGF-2, HGF), v kontekstu celjenja ran pa EMT keratinocitov 
omogoči reepitelizacijo rane.201 Aktivacija Erk1/2 preko različnih nadaljnjih signalnih 
poti izboljša preživetje celic in njihovo proliferacijo.211 Skupno vsi ti procesi pospešujejo 
celjenje ran. Iz rezultatov zato lahko zaključimo, da je pospešeno celjenje ran in vivo v 
primeru prisotnosti celične naprave Combo8 posledica rastnih dejavnikov in drugih 
molekul, ki se sproščajo iz celične naprave. Za uporabo v terapevtske namene je 
pomemben tudi podatek o sistemskih koncentracijah rastnih dejavnikov. Pri terapijah so 
zaželene le lokalno povišane koncentracije rastnih dejavnikov, saj visoke sistemske 
koncentracije vodijo do številnih stranskih učinkov.60 Analiza serumskih koncentracij 
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rastnih dejavnikov je pokazala, da ni razlik med živalmi z vstavljeno celično napravo 
Combo8 in kontrolno celično napravo. Ker je v primeru vstavitve Combo8 prišlo do 
izboljšanja celjenja, lahko zaključimo, da so lokalne koncentracije rastnih dejavnikov 
dovolj visoke, da pospešijo celjenje, hkrati pa celična naprava ne povzroči sistemskega 
povišanja koncentracij rastnih dejavnikov. Skupno rezultati kažejo, da ima celična 
naprava pozitiven vpliv na hitrost celjenja ran v pogojih in vivo, s čimer smo potrdili 
drugo hipotezo doktorskega dela.  
Presenetljivo celična naprava z ADSC ni pospešila celjenja. Razlogov za takšne rezultate 
je lahko več. Gojišče matičnih celic pred uporabo pogosto skoncentrirajo ter na rane 
nanašajo koncentrat.93,96 V primeru celične naprave z enkapsuliranimi matičnimi 
celicami, smo se zanašali na sproščene rastne dejavnike, katerih koncentracije (z 
uporabljenimi testi nismo mogli detektirati) so bile mnogo nižje od koncentracij, 
uporabljenih v literaturi. Zato je bilo lahko slabše celjenje posledica nižjih koncentracij 
rastnih dejavnikov, izločenih iz celične naprave ADSC. Pogoji gojenja vplivajo na 
količine in vrsto izločenih rastnih dejavnikov iz matičnih celic51,93 zato je možno, da 
pogoji gojenja v našem primeru niso dovolj spodbudili izločanja večjih količin RF. 
Podvajanje matičnih celic v nizkih pasažah je omejeno s kontaktno inhibicijo,212 v votlih 
vlaknih pa so celice močno prostorsko omejene. Dodatno ob visoki celični gostoti pride 
do povišanega izražanja genov, ki sodelujejo pri nastanku kontaktne inhibicije, in 
vplivajo tudi na ostale celične procese,212 kar je lahko povzročilo spremembe v izražanju 
terapevtskih molekul. 
Zunajcelične vezikle (ang. »Extracellular vesicles«, EVs) sproščajo najrazličnejše celice. 
Delimo jih na eksosome (30-150 nm), mikrovezikle (0,01-1 µm) in apoptotska telesca. 
EVs imajo pomembno vlogo pri avtokrini in parakrini signalizaciji in omogočajo prenos 
proteinov, lipidov in nukleinskih kislim med celicami.213 Iz matičnih celic izolirani 
vezikli imajo podoben terapevtski potencial kot uporaba matičnih celic ali gojišča, v 
katerem so rasle le-te.214 Naraščajoče število objav kaže, da zunajcelični vezikli, 
sproščeni iz matičnih celic pospešijo preživetje in rast celic,215 izboljšajo regeneracijo in 
pospešijo angiogenezo.216 Pore v uporabljenih votlih vlaknih prepuščajo molekule do 
velikosti 500 kDa (20 nm). Posledično se iz celične naprave EVs ne morejo sproščati, kar 
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je lahko dodatni razlog za slabšo učinkovitost celične naprave z enkapsuliranimi 
matičnimi celicami.  
Celična naprava, sestavljena iz različnih stabilnih celičnih linij, omogoča enostavno 
izbiro in pripravo naprave, ki izloča drugačne kombinacije rastnih dejavnikov, hkrati pa 
omogoča nadzor tudi nad razmerjem le-teh. Posledično bi lahko takšno celično napravo 
uporabili tudi za zdravljenje drugih poškodb, pri katerih sodelujejo rastni dejavniki, kot 
je regeneracija kosti ali izboljšanje angiogeneze.  
 
5.5 Priprava inducibilne celične naprave in njeno delovanje 
Za čim boljše zdravljenje bi se želeli kar najbolj približati in posnemati naravni proces 
celjenja. Da bi lahko brez večjih posegov nadzorovali kombinacije zdravilnih učinkovin, 
ki se sproščajo iz celične naprave, smo pripravili inducibilno celično napravo, pri kateri 
z uporabo zunanjega signala preklopimo med dvema različnima kombinacijama izločenih 
rastnih dejavnikov.  
V posameznih fazah celjenja se sproščajo različni dejavniki, njihova vrsta in količine pa 
so značilne za določeno fazo celjenja. V kroničnih ranah je prisotno malo imunskih celic, 
rane pa so okužene, zato bi v prvi fazi z dodajanjem rastnih dejavnikov, ki pospešijo 
infiltracijo imunskih celic, in protimikrobnega peptida ustavili vnetje ter tako omogočili 
prehod v naslednjo fazo celjenja. Po preklopu naprave bi izločeni terapevtski proteini 
izboljšali migracijo keratinocitov, fibroblastov ter endotelijskih celic in posledično 
omogočili hitrejšo obnovo kože. V prvi fazi pripravljena celična naprava poleg PDGF in 
IGF-I sprošča tudi protimikrobni peptid LL-37 in TGF-β1. PDGF in TGF-β1 se v rani 
začneta sproščati takoj po nastanku poškodbe. PDGF sproži kemotakso nevtrofilcev, 
makrofagov in fibroblastov. Pod vplivom TGF- β1 na področje rane pričnejo migrirati 
makrofagi, ki pričnejo sproščati številne rastne dejavnike in IL-1.173 Pokazali so, da TGF-
β1 zavira reepitelizacijo rane,217 v poznejših fazah celjenja pa povzroča pretirano 
brazgotinjenje,218 zato je v okviru pripravljene terapevtske naprave prisoten le v prvi fazi 
zdravljenja. Protimikrobni protein katelicidin se na področje rane začne sproščati nekaj 
ur po nastanku poškodbe in pospešuje celjenje. V kroničnih ranah so njegove 
koncentracije izredno nizke.176 Po dodatku induktorja pripravljena inducibilna naprava 
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preklopi na tvorbo PDGF, IGF-I, EGF, FGF-2, HGF, KGF, VEGF-A in IL-1Ra. Rastni 
dejavniki HGF, FGF-2, KGF in EGF pozitivno vplivajo na reepitelizacijo saj pospešijo 
migracijo in proliferacijo keratinocitov ter izboljšajo njihovo preživetje.1 Rastni 
dejavniki, ki vplivajo na reepitelizacijo, hkrati sprožijo tudi aktivacijo in migracijo 
fibroblastov na področju rane.40 FGF-2 skupaj z VEGF pospeši angiogenezo kar izboljša 
oskrbo s kisikom in poveča dostopnost hranil.173 V prvi fazi želimo spodbuditi normalne 
vnetne procese, ki so ključni za čiščenje področja rane, zato smo IL1-Ra, ki znižuje raven 
vnetja,219 vključili v drugo fazo zdravljenja, pri kateri želimo izboljšati prehod iz vnetne 
v fazo proliferacije. V terapevtski napravi smo uporabili celice, ki izločajo človeški IL1-
Ra, celično napravo pa smo testirali v miših. Podatki iz literature kažejo, da se človeški 
IL1-Ra dobro veže tudi na goveji in mišji receptor IL-1,220 iz česar lahko sklepamo, da je 
IL1-Ra izločen iz celične naprave imel fiziološki vpliv. Pripravljena celična naprava tako 
v prvi fazi omogoča dokončanje vnetja in izboljša čiščenje področja rane, v drugi fazi pa 
stimulira migracijo celic, pospeši tvorbo granulacijskega tkiva, angiogenezo in krčenje 
rane.  
Za pripravo inducibilne celične naprave, smo najprej testirali delovanje sistemaON in 
OFF, ki na enem plazmidu združujeta transaktivator in minimalni promotor. Z uporabo 
poročevalskega proteina kresničkina luciferaza smo potrdili odzivnost sistema ON in 
OFF in vitro ter in vivo. Pripravljena sistema ON in OFF sta se odzvala na indukcijo že 
po dveh urah in po 24 urah dosegla želeno stanje, s čimer smo potrdili dobro odzivnost 
sistema. S titracijo količine induktorja smo pokazali, da je sistem odziven na indukcijo v 
širokem koncentracijskem območju. Uspešen preklop enkapsuliranih celic, gojenih in 
vitro, potrjuje, da dox prehaja preko votlega vlakna v zadostni koncentraciji in vpliva na 
izražanje poročevalskih genov. Odzivnost enkapsuliranih celic na indukcijo z dox smo 
pokazali tudi na modelu in vivo. Iz rezultatov lahko zaključimo, da so se celice v vseh 
pogojih na indukcijo poročevalca z dox odzivale po pričakovanjih.  
Uspešno smo pripravili stabilne celice, ki so inducibilno izražale rastne dejavnike v 
sistemu ON ali OFF ter njihovo delovanje potrdili z uporabo testov ELISA ali qPCR. Kot 
pričakovano, dodatek dox ni vplival na količine konstitutivno izraženih PDGF in IGF-I, 
dodatek je znižal vrednosti TGF-β1 (v sistemu OFF) in aktiviral izražanje EGF, IL-1Ra 
in VEGF-A (sistem ON).  
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Pripravljena inducibilna naprava je odzivna na doksiciklin, za katerega je znano, da 
pospeši celjenje kroničnih razjed221 in deluje kot inhibitor MMP.222 Posledično bi lahko 
vplival tudi na hitrost celjenja rane pri uporabi celične naprave iCombo9. Da bi se 
prepričali, da izboljšanje celjenja ni posledica dodatka dox, temveč delovanja celične 
naprave iCombo9, smo dox injicirali tudi v kontrolne živali (celična naprava z NIH3T3 
celicami). Dobljeni rezultati kažejo, da je celična naprava iCombo9 pospešila celjenje v 
primerjavi s kontrolo. Med kontrolama z dodatkom dox ali brez njega nismo opazili 
razlik. Iz tega smo sklepali, da dox v uporabljenih koncentracijah in časovnem okviru, ni 
vplival na hitrost celjenja ter zaključili, da je izboljšanje celjenja v primeru uporabe 
iCombo9 posledica izločenih terapevtskih proteinov.  
Podobno kot pri celični napravi Combo8 tudi v primeru uporabe iCombo9 s testi ELISA 
nismo zaznali povišanih koncentracij rastnih dejavnikov v serumu ne glede na stimulacijo 
z dox. Iz tega sklepamo, da so tudi pri inducibilni napravi iCombo9 rastni dejavniki 
lokalno prisotni v zadostnih količinah, da izboljšajo celjenje, hkrati pa sistemske 
vrednosti rastnih dejavnikov ostajajo nespremenjene, neodvisno od izražanja (inducirane 
ali neiducirane celice) rastnih dejavnikov.  
Z uporabo dobro okarakteriziranega in robustnega doksiciklinskega sistema smo 
pripravili in potrdili delovanje inducibilne naprave. Vendar zaradi potrebe po 
kontinuirnem dodajanju induktorja (za vzdrževanja stanja ON) ter deleža puščanja223 
doksiciklinski sistem ni najprimernejši za uporabo v kliniki. Kot alternativo bi lahko vzeli 
katerega izmed mnogih znanih inducibilnih sistemov. Ena od možnosti je uporaba 
bistabilnega stikala, ki pod vplivom male molekule preklopi v stabilno stanje, ki se ohrani 
tudi po odstranitvi induktorja.224 Kemijske induktorje bi lahko nadomestili z uporabo na 
svetlobo odzivnih genetskih elementov, ki ob stimulaciji s svetlobo določene valovne 
dolžine dimerizirajo.225 Znani so že primeru uporabe s svetlobo inducibilnih sistemov za 
uravnavanje transkripcije.226 Tako bi lahko pripravili aktivatorje odzivne na stimulacijo s 
svetlobo določene valovne dolžine227 in s svetlobno indukcijo nadzorovali izražanje in 
izločanje rastnih dejavnikov iz celične naprave.  
Določitev najprimernejše časovne točke za preklop celične naprave z uporabo zunanjih 
signalov je zaradi razmeroma malo informacij poteku celjenja ran pri miših, ki ni nujno 
enak kot pri človeku zahtevna, zaradi česar lahko napravo preklopimo v neoptimalnem 
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trenutku. Temu bi se lahko izognili s pripravo senzorjev, ki bi se odzvali na endogeni 
signal. V literaturi so opisani sistemi, ki preko različnih senzorjev zaznavajo signale iz 
okolja in se nanje odzovejo.228,229 Če bi identificirali primerno molekulo, ki bi 
signalizirala konec vnetne faze in prehod v fazo proliferacije, in sistem za njeno 
zaznavanje, bi lahko pripravili celično napravo, odzivno na endogeni signal, ki bi 
povzročil preklop naprave. Tako bi zagotovil, da bi do preklopa med različnimi režimi 
terapevtikov prišlo v najbolj optimalnem trenutku.  
 
5.6 Izboljšanje varnosti celične terapije 
Z napredkom sintezne biologije se povečuje uporaba GSO v medicinskih, biotehnoloških 
in industrijskih aplikacijah. Ob tem se pojavlja potreba po izboljšanju varnosti uporabe 
GSO in uporabi različnih mehanizmov, ki preprečujejo nenadzorovano širjenje GSO v 
primeru njihovega pobega. Eden izmed pristopov je priprava sintetičnih avksotrofnih 
organizmov. Za njihovo pripravo lahko v esencialne gene vnesemo prezgodnje 
terminacijske kodone. Takšni organizmi oz. celice posledično preživijo le v nadzorovanih 
pogojih, saj je njihovo preživetje pogojeno s prisotnostjo sintetičnih spojin, ki omogočijo 
preskok prezgodnjih terminacijskih kodonov.115  
Pri sesalcih se pojavljajo trije terminacijski kodoni TAG, TAA in TGA, ki se razlikujejo 
v moči. Kodon TGA je najšibkejši kodon stop, pri katerem pride do največjega deleža 
spontanih preskokov, sledi mu kodon TAG, najmočnejši kodon stop je TAA, pri katerem 
se spontan preskok zgodi najredkeje.230 Terminacijski kodoni so v organizmu različno 
zastopani. Najpogostejši stop kodon pri človeku je TGA (47%), sledi mu TAA (30%), 
najmanj zastopan je kodon TAG (23%).231 Po pregledu dostopnih podatkov smo 
zaključili, da bomo v primeru uporabe supresorske tRNA, specifične za kodon TAG, kar 
najmanj vplivali na izražanje endogenih genov v celicah, a bo sistem zaradi spontanih 
preskokov do neke mere puščal. Zato smo pripravili poročevalske konstrukte, ki so 
vsebovali prezgodnji terminacijski kodon TAG, s katerimi smo testirali učinkovitost 
sistemov za preskok PTC.  
Aminoglikozidni antibiotiki omogočajo preskok prezgodnjih terminacijskih kodonov, 
vendar jih zaradi njihove visoke toksičnosti ne moremo uporabljati dlje časa.179 Podobno 
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preskakovanje prezgodnjih terminacijskih kodonov omogoča tudi mala molekula 
PTC124. V nasprotju z aminoglikozidi ima PTC124 manj toksičnih vplivov na 
organizem.232 Za uporabo v okviru varnostnih mehanizmov bi bila uporaba malih molekul 
za preskok PTC zaželena, saj dodatek le-teh ne bi predstavljal dodatnega metabolnega 
bremena za celice. Delovanje G418 in PTC124 smo testirali z uporabo poročevalskega 
proteina GFP TAG40, pri čemer smo dobili izražanje le ob dodatku G418. Na podlagi 
dobljenih rezultatov smo zaključili, da sta mali molekuli v kontekstu uporabljenih 
celičnih linij, neprimerni za pripravo varnostnega mehanizma. V primeru vstavitve PTC 
v esencialni gen dodatek PTC124 ne bi omogočil zadostnega izražanja gena in posledično 
takšne celice ne bi preživele. V literaturi se pojavljajo nasprotujoči si rezultati glede 
učinkovitosti PTC124 na preskok prezgodnjih terminacijskih kodonov. V nekaterih 
primerih se je PTC124 izkazal kot popolnoma neučinkovit,233 medtem ko so v 3 fazi 
kliničnih testiranj za terapijo Duchennove mišične distrofije pokazali nizko učinkovitost 
PTC124.234 Razlogi za tako nasprotujoče si rezultate različnih skupin še niso znani. Na 
učinkovitost preskoka PTC s strani aminoglikozidov močno vpliva zaporedje okoliških 
nukleotidov,235 kar mogoče drži tudi v primeru PTC124.  
Ker sta se mali molekuli izkazali kot neučinkoviti pri preskakovanju kodonov stop, smo 
se odločili za nekoliko kompleksnejši pristop uporabe tRNA-sintetaze v kombinaciji s 
supresorsko tRNA in dodatkom nenaravne aminokisline Bpa. Uporabili smo sintetazo 
E.coli s točkovnimi mutacijami, ki omogočajo prepoznavo Bpa, in tRNA B. 
stearothermophilus, spremenjeno tako, da prepoznava kodon TAG. Ortogonalnost 
sistema obeh BpaRS v kombinaciji s tRNA so pokazali v Saccharomyces cerevisiae.184 
Delovanje Bpa-sintetaz v sesalskih celicah so potrdile tudi druge skupine, ki so uporabile 
eno (BpaRS1)183 ali drugo (BpaRS2)231 mutanto tRNA-sintetaze, primerjave delovanja 
obeh v sesalskem sistemu v literaturi nismo zasledili. Zato smo pripravili obe varianti 
BpaRS ter s prenosom western potrdili, da se BpaRS1 in 2 ne glede na varianto ali z 
dodanimi ponovitvami tRNA na istem vektorju, izražata enako. Pokazali smo tudi, da ni 
razlik med izražanjem poročevalca v primeru kotransfekcije BpaRS in tRNA na ločenih 
ali skupnem plazmidu. Obenem smo opazili, da ni razlik med delovanjem različnih 
mutant BpaRS. V skladu z nedavno objavljenimi rezultati Lueck in sod. se je uporabljeni 
sistem RS/tRNA izkazal za učinkovitejšega pri preskakovanju prezgodnjih terminacijskih 
kodonov v primerjavi z malimi molekulami. 236  
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Za določitev univerzalnega permisivnega mesta smo pripravili poročevalske konstrukte z 
adicijo kodonov TAG (1xTAG, 2xTAG in 3xTAG) takoj za mestom začetka translacije 
ATG. Za primerjavo smo uporabili poročevalec TAG40. Poročevalski konstrukt 1xTAG 
se je izražal ob prisotnosti RS/tRNA in stimulaciji z Bpa, s čimer smo potrdili 
permisivnost adicije kodona TAG neposredno za mesto ATG in obenem pokazali 
ortogonalnost sistema. Analiza s prenosom western in pretočno citometrijo je pokazala, 
da se oba poročevalca z enim kodonom TAG (1xTAG in TAG40) izražata ob hkratni 
prisotnosti RS/tRNA in dodatku Bpa. V primeru adicije dveh ponovitev (2xTAG) smo 
zaznali le izredno šibko izražanje poročevalca. Pri poročevalcu s tremi ponovitvami 
kodona TAG (3xTAG) smo zaznali izražanje, ki pa je bilo primerljivo s puščanjem 
sistema (ni bilo razlik med induciranim in neinduciranim stanjem). Dobljeni rezultati 
kažejo na močno zmanjšanje učinkovitosti translacije v primeru zaporednih kodonov 
stop. Dodatno smo opazili, da pride pri vseh poročevalcih TAG (1xTAG, 2xTAG, 3xTAG 
in TAG40), do majhnega, a jasno vidnega puščanja ob odsotnosti aminokisline Bpa in 
RS/tRNA sistema. Kljub dobri odzivnosti poročevalcev z eni kodonom TAG zaradi 
puščanja takšen sistem ne bi bil najboljši za nadzor izražanja genov.  
Pri uporabi nenaravnih aminokislin in prezgodnjih terminacijskih kodonov za pripravo 
sintetičnih avksotrofov moramo misliti tudi na učinkovitost sistema. V primeru uporabe 
enega samega mesta TAG v esencialnem genu, bi lahko zaradi točkovne mutageneze 
relativno enostavno prišlo do mutacije na mestu PTC, celice pa bi se s tem izognile 
varnostnemu mehanizmu. Podatki iz literature kažejo tudi, da pride do spontanega 
preskoka prezgodnjih kodonov TAG v 1% primerov.235 Da bi zmanjšali puščanje sistema 
in zagotovili večjo varnost v primeru točkovnih mutacij, smo pripravili dodaten 
poročevalec, ki je vseboval dve prostorsko ločeni mesti TAG takoj za mestom ATG in na 
mestu 41 aminokisline (1xTAG40).  
Izražanje poročevalca 1xTAG40 je bilo nižje primerjavi z 1xTAG in TAG40, vendar v 
primeru dveh prostorsko ločenih kodonov stop z metodo prenosa western in pretočno 
citometrijo, v nasprotju s poročevalcema z enim PTC (1xTAG in TAG40), nismo zaznali 
puščanja v odsotnosti RS/tRNA in Bpa. S tem smo potrdili, da z uporabo dveh prostorsko 
ločenih kodonov stop lahko izboljšamo robustnost in zmanjšamo puščanje sistema. Pred 
kratkim so v prokariontih pokazali, da pride do izražanja proteinov v primeru vgraditev 
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dveh zaporednih sintetičnih aminokislin na prvih dveh mestih proteina, vendar je bila 
razlika v izražanju proteinov v induciranem in neinduciranem stanju relativno nizka.237 
To še dodatno nakazuje, da je za izboljšanje izražanja proteinov morda ključna zadostna 
prostorska razdalja med dvema nenaravnima aminokislinama.  
Dobljeni rezultati skupno kažejo, da uporaba prostorsko ločenih PTC za vgradnjo 
sintetične aminokisline izboljša robustnost sistema, zmanjša puščanje in zmanjšuje 
možnost pobega celic s točkovno mutagenezo. Uporaba zaporednih kodonov TAG je 
povzročila zelo nizko oziroma od Bpa neodvisno izražanje poročevalcev. Dodatno bi 
lahko sistem izboljšali z uporabo drugega para aminoacil-tRNA sintetaze in tRNA, ki bi 
bila specifična za drugo nenaravno aminokislino, saj je uspešnost vstavitve sAA v 
nastajajočo polipeptidno verigo odvisna tudi od lastnosti sintetične aminokisline.238  
Za terminacijo translacije je ključna prepoznava terminacijskega kodona s strani 
evkariontskega terminatorja translacije 1 (eRF1) in njegove vezave na zaporedje kodona 
stop. Pri sesalcih eRF1 prepozna vse tri kodone stop. Ob prepoznavi eRF1 skupaj z eRF3 
in gvanozin difosfatom pride hidrolize in sprostitev nastajajoče polipeptidne verige iz 
mesta P na ribosomu.239 Utišanje eRF1 v sesalskih celicah je izboljšalo vstavljanje sAA 
na mesto kodona stop in posledično povečalo izražanje poročevalca 2 - 3x. 240 V endogeni 
eRF1 bi lahko vnesli mutacije aminokislin, ki so odgovorne za prepoznavo in vezavo 
eRF1 na kodone stop, ter tako dodatno povečali delež preskoka PTC. Vendar bi mutacije 
eRF1 imele vpliv na izražanje vseh proteinov v celici, kar bi lahko zmotilo normalne 
celične procese, zato bi bilo vpliv takšnega pristopa pred uporabo potrebno podrobno 
preučiti.  
Pri uporabi kodona TAG neposredno za mestom začetka translacije bodo vplivi lahko 
specifični za posamezni protein. Vendar predvidevamo, da bo to mesto permisivno za 
večino proteinov, pri katerih N-konec nima neposredne vloge v strukturi ali funkciji. 
Hkrati bi lahko strategijo preskoka PTC le ob prisotnosti sAA uporabili tudi v drugih 
biotehnoloških in medicinskih aplikacijah ter tako nadzorovali izražanje najrazličnejših 
proteinov.   
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V doktorskem delu smo pripravili terapevtsko celično napravo za izboljšanje celjenja ran. 
Pripravljena celična naprava sestoji iz stabilnih celičnih linij, ki izločajo rastne dejavnike 
ali druge terapevtike, ki pozitivno vplivajo na celjenje.  
Najprej smo pripravili stabilne celične linije, ki izločajo rastne dejavnike, ter njihovo 
biološko aktivnost potrdili z modelom hitrosti zapiranja raze in vitro. Z uporabo celičnih 
linij keratinocitov HaCaT in primarnih mišjih fibroblastov MSF smo pokazali, da ima 
mešanica rastnih dejavnikov večji vpliv na hitrost zapiranja raze in s tem potrdili prvo 
hipotezo.  
Z enkapsulacijo stabilnih celičnih linji smo uspešno pripravili celično napravo in potrdili 
dolgotrajno preživetje celic znotraj votlega vlakna. Kot smo predpostavili v drugi 
hipotezi, smo pokazali, da celična naprava v pogojih in vivo izboljša celjenje v primerjavi 
z matičnimi celicami.  
Pripravili smo inducibilno celično napravo in njeno delovanje potrdili z uporabo 
poročevalskega proteina v pogojih in vitro ter in vivo. S slednjim smo uspešno potrdili 
tretjo hipotezo doktorske naloge. Delovanje inducibilne naprave, ki je sproščala zdravilne 
učinkovine, smo testirali na modelu in vivo ter pokazali, da uporabljena naprava izboljša 
celjenje ran.  
Z uporabo poročevalcev smo uspešno identificirali permisivno mesto za vgradnjo 
nenaravne aminokisline na začetku proteina in dodatno pokazali, da uporaba dveh 
prostorsko ločenih kodonov stop zmanjša puščanje sistema.  
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Priloga 1: Preglednica zvišanih in znižanih proteinov v vzorcih matičnih celic in 









Gojišče matičnih celic (v primerjavi s kontrolo) 
Q62009 Periostin Postn 9,46 + 
Q3U962 Kolagen-α2(V) veriga Col5a2 9,16 + 
Q9WTQ5 A-kinazni siderni protein 12 Akap12 7,46 + 
Q60847 Kolagen-α1(XII) veriga Col12a1 7,30 + 
P47879 Inzulinu podobni rastini 
dejavnik vezalni protein 4 Igfbp4 7,14 + 
A2AVA0 Protein z EGF in pentaksin 
domenama 1 Svep1 7,07 + 
Q61581 Inzulinu podobni rastini 
dejavnik vezalni protein 7 Igfbp7 6,90 + 
P37804 Transgelin Tagln 6,73 + 
Q61554 Fibrilin 1 Fbn1 6,40 + 
P01831 Membranski glikoprotein Thy1 Thy1 5,72 + 
Q64299 Homolog proteina NOV Nov 5,66 + 
Q8C4U3 Sekretorni "frizzled" sorodni 
protein 1 Sfrp1 5,63 + 
O08999 Latentni transformirajoči rastni 
dejavnik β vezalni protein 2 Ltbp2 5,58 + 
P28301 Lizin-6-oksidaza Lox 5,18 + 
P97927 Podenota  laminina α4 Lama4 5,00 + 
Q9R118 Serinska proteaza HTRA1 Htra1 4,92 + 
P17047 Z lizosomi povezani 
membranski glikoprotein 2 Lamp2 4,81 + 
O88322 Nidogen-2 Nid2 4,68 + 
Q08879 Fibulin-1 Fbln1 4,55 + 
Q60716 Prolil 4-hidroksilaza podenota 
α2 P4ha2 4,38 + 
E9Q5C9 Nukleolarni in zviti fosfoprotein 
1 Nolc1 -3,98 - 
Se nadaljuje… 
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P16125 L-laktat dehidrogenaza veriga B Ldhb -3,98 - 
O08992 Sintenin 1 Sdcbp -4,04 - 
P30681 Protein visoko mobilne skupine 
B2 Hmgb2 -4,05 - 
P01897 Razred I H-2 
Histokompatibilnega antigena, 
L-D α veriga H2-L -4,11 - 
Q9EPL2 Topni Alc-α (CTF1-α) Clstn1 -4,20 - 
Q9JJV2 Profilin-2 Pfn2 -4,47 - 
P48722 Protein toplotnega šoka 70 kDa 
4L Hspa4l -4,54 - 
P17918 Proliferacijski celični jedrni 
antigen Pcna -4,56 - 
P14719 Interlevkinskemu receptorju 1 
podobni receptor 1 Il1rl1 -4,70 - 
P30416 Peptidil-prolil cis-trans 
izomeraza FKBP4 Fkbp4 -4,78 - 
Q8K4G1 Latentni transformirajoči rastni 
dejavnik β vezalni protein 4 Ltbp4 -4,95 - 
P35762 Antigen CD81 Cd81 -5,07 - 
Q8R1Q3 Angiopoetinu sorodni protein 7 Angptl7 -5,08 - 
P01027 Komplement C3 C3 -5,36 - 
Q06890 Klusterin Clu -5,62 - 
Q61468 Mesotelin Msln -5,70 - 
P62965 Celični retinoično kislino 
vezalni protein 1 Crabp1 -6,67 - 
Q8VHY0 Hondroitin sulfat proteoglikan 4 Cspg4 -6,83 - 
P10923 Osteopontin Spp1 -6,98 - 
     
Gojišče mešanice celic (v primerjavi s kontrolo) 
P04202 Transformirajoči dejavnik beta 
1 Tgfb1 6,33 + 
P28301 Lizin-6-oksidaza Lox 5,99 + 
Se nadaljuje… 
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Q80YX1 Tenascin Tnc 5,61 + 
Q00731 Vaskularno endotelijski rastni 
dejavnik A Vegfa 5,57 + 
Q9QUR8 Semaforin-7A Sema7a 5,50 + 
Q8BMS2 Spondin-2 Spon2 5,36 + 
P12032 Inhibitor metaloproteinaz 1 Timp1 5,15 + 
Q8QZY6 Tetraspanin 14 Tspan14 5,03 + 
A2ASQ1 Agrin Agrn 4,90 + 
Q61147 Ceruloplazmin Cp 4,75 + 
P22777 Inhibitor aktivatorja 
plazminogena 1 Serpine1 4,47 + 
P45700 Manozil oligosaharid 1,2-alfa- 
manozidaza Man1a1 4,39 + 
P01831 Membranski glikoprotein Thy1 Thy1 4,31 + 
Q99K41 EMILIN-1 Emilin1 4,27 + 
O55123 Stromelizin-2 Mmp10 4,26 + 
Q9EQC7 Folistatinu soroden protein 3 Fstl3 4,10 + 
Q9WV91 Negativni regulator 
prostoglandinskega receptorja 
F2 Ptgfrn 4,00 + 
Q61490 Antigen CD166 Alcam 4,00 + 
Q3U962 Kolagen-α2(V) veriga Col5a2 3,95 + 
O35375 Neuropilin-2 Nrp2 3,80 + 
Q8BP92 Reticulokalbin-2 Rcn2 -2,54 - 
Q6A028 S preklopom povezani protein 
70 Swap70 -2,57 - 
P01027 Komplement C3 C3 -2,59 - 
Q8BMJ3 Evkariontski faktor iniciacije 
translacije 1A Eif1ax -2,62 - 
P02798 Metalotionein-2 Mt2 -2,64 - 
Q9WTM5 RuvB-like 2 Ruvbl2 -2,66 - 
Q80UG5 Septin-9  Sept9 -2,71 - 
Se nadaljuje… 
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terminalni interakcijski protein 
2 Dnttip2 -2,72 - 
P45878 Peptidil-prolil cis-trans 
izomeraza FKBP2 Fkbp2 -2,79 - 
P63163 Mali jedrni ribonukleoprotein 
povezani protein B Snrpn -2,80 - 
Q61879 Miozin 10 Myh10 -2,86 - 
Q9CWJ9 Bifunkcionalni protein purinske 
biosinteze PURH Atic -3,06 - 
E9Q7G0 Neznani protein Numa1 -3,09 - 
P97493 Tioredoksin Txn2 -3,09 - 
Q8VDJ3 Vigilin Hdlbp -3,31 - 
Q9QXT0 Proteinski homolog "canopy" 2 Cnpy2 -3,34 - 
O54998 Peptidil-prolil cis-trans 
izomeraza FKBP7 Fkbp7 -3,39 - 
Q9WV92 Band 4.1-podobni protein Epb41l3 -3,52 - 
Q9Z1F9 SUMO-aktivacijska encimska 
podenota 2 Uba2 -3,58 - 
Q8R1Q3 Angiopoetinu sorodni protein 7 Angptl7 -4,37 - 
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Priloga 2: Preglednica zvišanih in znižanih proteinov v vzorcih matičnih celic v 









Gojišče matičnih celic v primerjavi z mešanico celic 
Q60847 Kolagen-α1(XII) veriga Col12a1 8,81 + 
Q9WTQ5 A-kinazni siderni protein 12 Akap12 8,55 + 
A2AVA0 Protein z EGF in pentaksin 
domenama 1 
Svep1 8,09 + 
Q61581 Inzulinu podobni rastni 
dejavnik vezalni protein 7 
Igfbp7 7,23 + 
P97927 Podenota laminina α4 Lama4 6,78 + 
P47879 Inzulinu podobni rastni 
dejavnik vezalni protein 4 
Igfbp4 6,44 + 
Q8C4U3 Sekretorni "frizzled" sorodni 
protein 1 
Sfrp1 6,40 + 
Q62009 Periostin Postn 5,90 + 
Q3U962 Kolagen-α2(V) veriga Col5a2 5,20 + 
O88322 Nidogen-2 Nid2 5,16 + 
Q64299 Homolog proteina NOV Nov 4,91 + 
P17047 Z lizosomi povezani 
membranski glikoprotein 2 
Lamp2 4,87 + 
Q9R118 Serinska proteaza HTRA1 Htra1 4,85 + 
P14824 Aneksin 6 Anxa6 4,84 + 
Q8BU25 Neaktivna serinska proteaza 
PAMR1 
Pamr1 4,84 + 
Q08879 Fibulin-1 Fbln1 4,69 + 
Q61576 Peptidil-prolyl cis-trans 
izomeraza FKBP10 
Fkbp10 4,66 + 
O88968 Transkobalamin 2 Tcn2 4,51 + 
Q60716 Prolil 4-hidroksilaza podenota 
α2 
P4ha2 4,48 + 
O08999 Latentni transformirajoči rastni 
dejavnik β vezalni protein 2 
Ltbp2 4,37 + 
Se nadaljuje… 
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Q61810 Latentni transformirajoči rastni 
dejavnik β vezalni protein 3 
Ltbp3 -4,86 - 
Q07113 Od kationov neodvisni manoza 
6 fosfatni receptor 
Igf2r -4,89 - 
P01897 Razred I H-2 
Histokompatibilnega antigena, 
L-D α veriga 
H2-L -5,01 - 
Q9EPL2 Topni Alc-α (CTF1-α) Clstn1 -5,11 - 
P14719 Interlevkinskemu receptorju 1 
podobni receptor 1 
Il1rl1 -5,16 - 
O35375 Nevropilin-2 Nrp2 -5,19 - 
Q61468 Mesotelin Msln -5,26 - 
A2ASQ1 Agrin Agrn -5,30 - 
Q61147 Ceruloplazmin Cp -5,65 - 
Q8R422 Antigen CD109 Cd109 -5,75 - 
Q9R045 Angiopoetinu sorodni protein 4 Angptl2 -5,90 - 
Q8K4G1 Latentni transformirajoči rastni 
dejavnik β vezalni protein 4 
Ltbp4 -5,98 - 
Q8QZY6 Tetraspanin 14 Tspan14 -6,07 - 
P04202 Transformirajoči dejavnik beta 
1 
Tgfb1 -6,57 - 
P35762 Antigen CD81 Cd81 -6,80 - 
P62965 Celični retinoično kislino 
vezalni protein 1 
Crabp1 -7,01 - 
Q9QUR8 Semaforin-7A Sema7a -7,18 - 
Q06890 Klusterin Clu -7,67 - 
Q8VHY0 Hondroitin sulfat proteoglikan 4 Cspg4 -7,88 - 
Q8CG19 Latentni transformirajoči rastni 
dejavnik β vezalni protein 1 
Ltbp1 -7,89 - 
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Priloga 3: Izvirni znanstveni članek 
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